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Studies on the Velocity Distribution of the Protoplasmic 
Streaming in the Myxomycete Plasmodium 


By 


Noburé Kamiya and Kiyoko Kuroda 


Department of Biology, Faculty of Science, Osaka University, Osaka 
With 1 Figure 
(Received March 1, 1957) 


The plasmodial strand of the myxomycete, Physarum polycephalum, 
has the structure of a tube whose wall is formed with gel protoplasm. The 
endoplasm flows back and forth with a comparatively regular period inside 
this capillary tube, the flow occurring in only one direction at a time. By 
simple observation it is noticed that the speed of flow is greatest in the 
central region of the capillary and becomes less and less as the inner sur- 
face of the gel wall is approached. The form of velocity distribution in 
the optical section through the axis of the tube is represented in this case 
by a parabola whose apex is flattened or nearly truncate (K a mi y a 1950). 
This characteristic form is also shared by the ‘figure of extrusion’ of a fluid 
having structural viscosity when it is made to move through a capillary 
tube. But the comparison of the velocity distribution in the two cases may 
not be made too strictly because the protoplasmic capillary is not exactly 
circular and evenly thick over a sufficient range and furthermore the 
protoplasmic flow is never in a stationary state as it is always either ac- 
celerated or decelerated. 

The purpose of the present work is to compare the velocity distributions 
of the protoplasmic streaming which takes place in one and the same 
plasmodial strand of Physarum polycephalum under two different con- 
ditions : first, normal streaming and second, streaming induced artificially 
by external force. To this end we took advantage of the double-chamber 
method developed by Kamiya (1942, 1943, 1953). The airtight seal be- 
tween the two compartments was made with 2% agar while it was still 
in the state of sol with particular precaution that the protoplasmic strand 
between the two compartments was not deformed by the preparation. 
Once the double-chamber preparation is made, and there is no difference 
in pressure between the two compartments, the normal, spontaneous flow of 
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protoplasm takes place along the connecting strand according to a rhythmic 
pattern. 

By means of a cinematographic technique applied by Kamiya before 
(1950) we can determine the velocity distribution of this flow at an arbitrary 
moment. The picture was taken with 16mm. film at the rate of 16 ex- 
posures per second. By joining both ends of a strip of the developed film 
so as to make a loop, the projection of the same phenomenon occurring 
at a time can be repeated conveniently and automatically. On the screen 
are ruled in advance equidistant parallel lines which are to be superposed 
with the image of the stream, and a line perpendicular to it from which 
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Fig. 1. Velocity distributions of the protoplasmic streaming in a strand of the 
plasmodium. Circles show positions of the granules that were in cross-sections YY’ 
3 seconds ago. a: Spontaneous streaming under natural condition. b: Artifically 
induced streaming when pressure difference of 15mm. of water was established 
between the two ends of the strand 5mm. long. Microscopic view of a part of 


the strand is shown on the left. g: Plasmagel forming the wall of the capillary 
tube. s: Plasmasol involved in streaming. 


the distances covered by the flowing granules are to be measured. On 
definite frames in the film are marked proper signs showing the beginning 
and end of the time interval in which the measurement is to be done. By 
this means it is possible to determine the distances covered during a definite 
short period of time by the granules found in different layers of the flow 
in the capillary tube. 

A microscopic view of a part of the connecting strand consisting of the 
capillary tube is shown at the left in Fig. 1. Fig. 1 a shows the velocities 
of protoplasmic streaming occurring spontaneously in it. The velocity 
distribution of this kind has been already reported and discussed by 
Kamiya (1950). The next step of the experiment is to force the proto- 
plasm to flow with pressure applied from the outside of the plasmodium. 

For this purpose we selected a moment at which the natural streaming 
stopped spontaneously when it was going to reverse its direction. At this 
moment the motive force of the streaming is zero. If we, however, apply 
a proper compression or suction at this very moment to one half of the 
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plasmodium in the double-chamber while the other half is left as it is, 
the endoplasm in the capillary connecting the two blobs of the plasmodium 
is forced to flow in one direction or the other according to the direction of 
the pressure difference artificially induced. The endoplasm in the con- 
necting capillary is extremely sensitive to the uneven external pressure. 

Fig. 1b shows the velocity distribution of the flow caused by a pressure 
of 15 mm. of water column. The pressure was applied in such a way that the 
new, artificial flow occurred further in the direction in which the proto- 
plasm had been flowing. Both Fig. 1 a und b show the distances covered 
by small particles during 3 seconds in one and the same portion of the 
same connecting strand, the length and bore of which were 3mm. and 
about 0.1mm., respectively. The only difference in condition between 
Fig. 1a and 1b is that the flow in the former is natural whereas that in 
the latter is passively induced!. As the rate of natural flow is ever 
changing, we looked for a definite short interval in which the rate of the 
flow is equal to that of the flow artificially induced so that the comparison 
can be made exactly. Thus by superposing the velocity distribution of the 
artificial flow on that of the natural flow we can realize that the form of 
the two are identical. 

If the driving mechanism resided, for instance, at the boundary 
between the plasmagel (wall of the capillary tube) and plasmasol (endo- 
plasm), or in the streaming endoplasm itself, the shape of velocity distri- 
bution would be different between natural streaming and that. caused 
artificially by pressure applied from without. This is a cogent evidence 
supporting the view long held implicitly without positive experimental 
proof that protoplasmic streaming in the capillary tube is brought about 
by the difference in internal pressure of the plasmodium. In other words, 
the endoplasmic streaming in the capillary tube is a passive phenomenon. 
The problem concerning the mechanism of this type of protoplasmic flow 
is thus converted into the problem how local inner pressure of the plas- 
modium changes rhythmically. 

We have recently pointed out that the seat of the motive force of the 
rotational streaming in Nitella cell is located at the interface between 
cortical plasmagel and inner plasmasol (Kamiya and Kuroda 1956). 
As the motive force in Nitella is regarded as a force causing a shifting 
at the sol-gel interface, we are as yet not in a position to explain the two 
different types of streaming on a common basic mechanism. This, however, 
does not necessarily mean that the mechanism of the protoplasmic streaming 
in both Nitella cell and myxomycete plasmodium is basically different 
in nature, inasmuch as we are still ignorant of the event occurring in the 
expanded part of protoplasm up or down the stream where the inner 
pressure changes. The question is still to be dealt with whether just the 


1 If there had been no external force applied here, the endoplasm would have 
started in the reverse direction. Therefore it follows that the flow which actually 
took place is, strictly speaking, driven by the difference between the external 
force and the endogenous motive force acting in the reverse direction. But the 
magnitude of the latter is small as it develops gradually from zero. 
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rhythmic contraction of the cortical gel is responsible for the change in 
the endoplasmic pressure, or whether a shifting mechanism at the sol-gel 
interface in a plasm expanse of the plasmodium, a mechanism such as 
comparable to what is postulated for Nitella cell, has a bearing to it. 


Summary 


lt was shown that the velocity distribution of the intracapillary 
streaming of protoplasm in a plasmodium of Physarum polycephalum is 
the same no matter whether the flow is spontaneous or whether it is induced 
artificially by external local air pressure applied to the plasmodium. Thus 
we conclude that the protoplasmic flow in the plasmodium is caused by 
local difference in endoplasm pressure. The view that the seat of the 
motive force responsible for the flow is located in the streaming protoplasm 
itself is untenable for this type of streaming. 
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Untersuchungen iiber die cytologische Bildung der 
Phytomelane bei einigen Tagetes-Arten 


Von 


Johann Politis 


Aus dem Botanischen Institut der Universitat Athen 
Mit 3 Textabbildungen 


(Eingegangen am 6. Marz 1952) 


Einleitung 


In einer im Jahre 1902 in den Berichten der Deutschen Botanischen Ge- 
sellschaft erschienenen Abhandlung iiber die Entwicklungsgeschichte des 
Perikarps von Helianthus annuus L. hat T. Hanausek eine im Perikarp 
vorkommende schwarze bzw. tiefbraune Substanz beschrieben, die sich gegen 
alle bekannten auflésenden, zersetzenden und zerstérenden (mikrochemi- 
schen) Reagenzien widerstandsfahig und véllig unangreifbar erwies. 

Spiter (1907) erschienen Hanauseks Untersuchungen iiber die 
»Kohleschicht“ in den Sitzungsberichten der Akademie, in denen einige 
Falle des Vorkommens, die Entwicklungsgeschichte der tiefbraunen oder 
schwarzen Masse und ihr mikrochemisches Verhalten behandelt wurden. 
In bezug auf die Zusammensetzung heift es daselbst: ,,.Die beispiellose 
Widerstandsfahigkeit der schwarzen Masse gegen die Einwirkung lésender, 
oxydierender und sonstwie aufschlieBender Kérper berechtigt zu der An- 
nahme, daft die schwarze Masse eine der Kohle nahe verwandte Substanz 
enthalte und daf ihr ein sehr hoher Kohlenstoffgehalt zukommen miisse.* 
Sie findet sich immer an der Aufenseite mechanischer Gewebeteile der 
Fruchtwand und fiillt einen Raum aus zwischen den Bastzellenbiindeln und 
Steinzellen einerseits, dem von der Oberhaut iiberlagerten Parenchym oder 
der Oberhaut andererseits. 

Dafert und Miklauz (1911) haben im Anschlu®B an Hanauseks 
mikrochemische Untersuchungen die schwarze Masse makrochemisch ge- 
priift und gefunden, daff diese Farbstoffe, die sie Phytomelane nennen, 
komplizierte, stickstofffreie organische Verbindungen darstellen. 

Der Kohlenstoffgehalt schwankt bei verschiedenen Gattungen zwischen 
eiwa 69 und 76%. Hanausek hat die Phytomelane bei 98 Kompositen- 
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gattungen (Helianthus, Tagetes, Xanthium, Carthamus, Bidens usw.) fest- 
gestellt, fast immer im Perikarp. Auch Hiill- (Sphaeranthus) und Spreu- 
blitter (Ammobium), ja sogar Wurzeln (Perezia, Rudbeckia pallida) kén- 
nen sie enthalten. Zwar wurde diese tiefbraune oder schwarze Substanz 
schon von anderen Forschern (C. Hartwich, Pfister, Tschirch, 
Gerdts) erwahnt, aber erst Hanausek blieb es vorbehalten, ihre Ver- 
breitung in der Fruchtwand zahlreicher Kompositen und ihre Entwicklung 
darzutun und die Che- 
miker dafiir zu interes- 
sieren. 

Im Jahre 1956 erschie- 
nen meine Untersuchun- 
gen iiber die cytologische 
Bildung der Phytomelane 
bei einigen Zinnia-Arten 
in ..Protoplasma*, in de- 
nen einige Falle des Vor- 
kommens, die Entwick- 
lungsgeschichte der Masse 
und ihr mikrochemisches 
Verhalten behandelt 
wurden. Entwicklungs- 
geschichtlich konnte ich 
feststellen, daB in den 
jungen —_ Involukralblat- 
tern, wenn die braune 
Farbe eben sichtbar wird, 


Abb. 1. Die Anfangsstadien der dendritisch ver- a 8 ; 
kugelige Inhaltskérper in 


zweigten Strange. Der tiefbraune Stoff entsteht aus ah ; 
besonderen kugelférmigen Kérperchen (k), in denen den Epidermiszellen — 
sich Phytomelan bildet. Diese Kérperchen sind sehr handen sind. Diese Kii- 
klein und in Vermehrung begriffen. gelchen, in denen sich 
Phytomelan bildet, nann- 

ten wir Phytomelanoplasten. Jede Epidermiszelle enthalt am An- 
fang aufer dem Zellkern und dem Plasma nur einen Phytomelanoplasten. 
Spater sind die Phytomelanoplasten in Vermehrung begriffen. Diese erfolgt 
durch Sprossung. In alteren Zustanden waren diese Kiigelchen zu gréferen 
verschmolzen und bildeten zuletzt eine schwarze Masse, die sich als im 
Plasma liegend erkennen lie®. Hanausek nimmt an, daf die schwarze 
Masse bei Tagetes im Perikarp und bei Helianthus aus der Mittellamelle 
entsteht. Unsere Beobachtungen haben eindeutig ergeben, da das Phyto- 
melan nicht das Produkt einer Umwandlung der Mittellamelle ist, sondern 
aus kugelférmigen Kérperchen entsteht, in denen sich Phytomelan bildet. 


Spezielle Beobachtungen 


In den folgenden Untersuchungen studieren wir die cytologische Bildung 
der Phytomelane bei einigen Tagetes-Arten. 
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Tagetes erectus L. 


Nach den Untersuchungen von Hanausek sind die Unterschiede, die 
sich in der Entwicklung der schwarzen Masse bei Tagetes und bei Helian- 
thus zeigen, mit Beriicksichtigung der Ausbildung der Gewebe folgende: 

1. Bei Helianthus persistriert und sklerosiert das Hypoderma; bei Ta- 
getes wird es nur schwach entwickelt und entweder mechanisch zusammen- 
gepreRt oder stellenweise resorbiert. 

2. Bei Helianthus entwickeln sich an der Aufenseite der Bastbiindel an 
den Bastfaserzellen Zapfchen, lokalisierte Zellenwandwucherungen, die 
bei Tagetes fehlen oder 
nur ganz vereinzelt auf- 
treten. 

3. In dem ersten Auf- 
treten der  schwarzen 
Masse, der Braunung der 
Aufenwand der Bast- 
zellen, gibt es bei beiden 
Gattungen keinen Unter- 
schied, wohl aber ist der- 
selbe in dem Quantum 
der Masse zu konstatie- 
ren, indem bei Helianthus 
nur ein __ liickenreiches 
Netz. bei Tagetes mas- 
sive, durch schmale 
Spalte getrennte Platten 
entstehen. 

Die Friichte von Ta- 
getes erectus untersuch- 
ten wir in verschiedenen App 92. 


: Dendritisch verzweigte tiefbraune Strange. 
Altersstadien. 


Jeder Strang (st) zeigt eine unabhangige Entwick- 
Die unreifen Friichte lung. 

sind wei; dann werden 

sie grau infolge der auferhalb der Zellen liegenden Pigmente; endlich 

befindet sich in dem reifen Perikarp eine schwarze Masse, die die Gestalt 

von schwarzen Platten hat. 


Die schwarze Masse zeigt ganz auferordentliche Resistenz gegen die 
angewendeten Reagenzien, denn sie ist weder in Alkalien noch in Sauren 
l5slich oder durch diese zersetzbar. 


Das erste Auftreten der schwarzen Masse findet sich zwischen den Bast- 
faserbiindeln eingrseits und dem subepidermalen Gewebe andererseits. 
Hierauf entstehen unregelmaBig verlaufende hin- und her gebogene, den- 
dritisch verzweigte braune Strange. Je alter die Frucht wird, desto haufiger 
treten die Strange auf und schlieBen sich zu einem Netze zusammen. 
SchlieBlich findet man an der reifen Frucht schwarze, undurchsichtige Platten. 

Die schwarze Farbstoffmasse, die von Hanausek studiert worden ist, 
soll durch Umwandlung der Mittellamelle entstehen. ,,H6chstwahrscheinlich 
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entsteht zunichst ein primares (vielleicht gummiartiges) Umwandlungs- 
produkt, wofiir die ersten Formen der Strange und ihr ZusammenschlieBen 
zu einem zusammenhangenden Netz oder zu Platten sprechen.” 

Nach unseren Untersuchungen ist der tiefbraune Stoff nicht das Produkt 
einer Umwandlung der Mittellamelle, sondern entsteht aus besonderen 
kugelférmigea K6érperchen, in denen sich Phytomelan bildet. 

In den jungen Friichten sieht man gegen die Basis die Anfangsstadien 
der dendritisch verzweigten Strange. Jeder Strang ist anfangs sehr zart 

und fein und entsteht aus 

einem kugelférmigen K6r- 

perchen, das alle mikro- 

chemischen Reaktionen der 

Phytomelane zeigt und 

tiefbraun = gefarbt _ist. 

Diese Ké6rperchen _ sind 

sehr klein und in Vermeh- 

rung begriffen. Diese er- 

folgt durch Sprossung, in- 

dem an den Ké6rperchen 

eine oder mehrere kleine 

knopfférmige Anschwel- 

lungen sich bilden, die all- 

mahlich die Gestalt und 

GréRe der Mutterkérper- 

chen erreichen. Bei ener- 

gischer Entwicklung sehen 

wir die Ké6rperchen zu 

kleinen, stellenweise ver- 

Abb. 3. Langsschnitt von der Aufenseite des zweigten Ketten vereinigt. 

Perikarps von Tagetes erecta L. Die schwarze Schlieflich verschmolzen 

Masse bildet ein Netz. sie und bildeten dendri- 

tisch verzweigte Strange. 

Jeder Strang zeigt eine unabhingige Entwicklung. Spiater schliefen sich 
die getrennten Strange zu einem Netz zusammen. 

Bei Tagetes, wie Hanausek bemerkt hat, wird das Hypoderma nur 
schwach entwickelt und entweder mechanisch zusammengepreft oder stel- 
lenweise resorbiert. So ist geniigend Raum fiir das schwarze Produkt an 
der Auffenseite der Bastbiindel vorhanden.“ 

Das Vorkommen von tiefbraunen oder schwarzen Massen, die sich extra- 
zellular in der Fruchtwand der Kompositen finden, ist schon seit langerem 
bekannt. Diese Masse entsteht aus der Mittellamelle (Hanausek). 

Die Phytomelane stehen nach unseren Untersuchungen mit der Mittel- 
lamelle in keiner Beziehung. Durch zahlreiche Versuche ist sichergestellt, 
da die Chromosomen wichtige Trager der Erbmasse sind, d. h. daf in 
ihnen die Anlagen fiir Merkmale liegen. Die Gene der Phytomelane miis- 
sen auch in einer bestimmten Zone eines Chromosoms liegen. Dieses Gen 
verlaBt den Kern und bildet Phytomelan auferhalb der Zellen, in dem 
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Zellsaft, der cinen Raum ausfiillt, der zwischen dem Bastzellbiindel und 
dem von dem iiberlagerten Parenchym oder der Oberhaut gelegen ist. 


Woher entsteht dieses Gen? Hoéchstwahrscheinlich entsteht es aus Chro- 
mosomen der Zellen des Hypodermas. 


Ahnlich konnten wir in Friichten von Tagetes patulus L. und Tagetes 
signatus Partl. keine Beziehung zur Mittellamelle nachweisen bei dem 
Farbstoff, dem die Friichte ihre schwarze Farbe verdanken. 


Zusammenfassung 


Durch die Untersuchungen von Hanausek, Hartwich, Pfister, 
Tschirch, Gerdts und andere Forschern wurde die Aufmerksamkeit 
auf eine eigenartige, tiefbraune oder schwarze, kohlenstoffreiche Substanz 
gelenkt, die sich im Perikarp oder im Hiill- und Spreublatt vieler Kom- 
positen findet. Dafert und Miklauz haben diese Farbstoffe P h y t o- 
melane genannt. Hanausek nimmt an, daf die schwarze Masse aus 
der Mittellamelle entsteht. 


Unsere Beobachtungen haben eindeutig ergeben, daf das Phytomelan 
nicht das Produkt einer Umwandlung der Mittellamelle ist, sondern aus 
kugelférmigen K6érperchen entsteht, in denen sich das Phytomelan bildet. 
Diese besonderen Kérperchen nannten wir Phytomelanoplasten. 


Der Ursprung dieser besonderen Kérperchen blieb unbekannt. 


Im Jahre 1911 stellten wir fest, da das Stroma der Elaioplasten aus 
denselben Stoffen wie die Nukleolen besteht. Die Elaioplasten stehen meist 
in Beriihrung mit dem Zellkern. AuRerdem haben wir als Zyanoplasten 
(Anthozyanbildner) Inhaltskérper der Zellen von Bliiten und Friichten zahl- 
reicher Pflanzen beschrieben. Die Zyanoplasten liegen oft neben dem Zell- 
kern. 


Diese Tatsachen fiihrten uns zu der Annahme, daf ein Gen oder eine 
Gruppe gekoppelter Gene, die in einer bestimmten Zone eines Chromo- 
soms liegen, vom Kern aus die Anthozyanbildung auslésen. Wir nehmen 
nun das gleiche auch fiir die Bildung der Phytomelane an. 
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Untersuchungen iiber die cytologische Bildung der 
Chlorogensiure bei einigen Kompositen 


Von 


Johann Politis 


Aus dem Botanischen Institut der Universitat Athen 
Mit 6 Textabbildungen 


(Eingegangen am 6. Marz 1957) 


Einleitung 


Von Gorter (1907) entdeckte und kliarte die Chlorogensaure auf. 
Durch die Untersuchungen dieses Forschers wurde gezeigt. daf die so- 
genannte Kaffeegerbsaure keine einheitliche Substanz ist, sondern ein Ge- 
misch von Chlorogensaure, Coffalsiture und anderen Stoffen darstellt. 

Gorter erhielt aus einem alkoholischen Perkolat von Liberia-Kaffee 
eine groke Menge Kristalle, die aus koffeinchlorogensaurem Kali bestanden, 
einem bereits von P a y en (1849) und Griebe | (1903) gefundenen K6rper, 
aus dem die Chlorogensaure rein dargestellt wurde. 

In den Krahenaugen (Samen von Strychnos nux vomica) wurde von 
Pelletier und Caventou (1819) ein eigentiimlicher Stoff ausgeschie- 
den, den er Igasursaiure nannite. 

H 6hn (1873) schied aus Ignatiusbohnen (Samen von S. [gnatii) diesen 
Stoff gleichfalls aus und fand, da# derselbe Ferrisalze griin farbt, ammonia- 
kalische Silberlésung reduziert und mit Bleiazetat einen gelben kristal- 
lischen Niederschlag liefert. Auch Sander (1897) bewies die Identitat der 
Praparate aus Nux vomica und Ignatiusbohnen. Er reinigte sie durch frak- 
tioniertes Niederschlagen mit Bleiazetat. Die Igasursdure ist nach Sander 
als .Kaffeegerbstoff aufzufassen. Gorter fand (1909) in diesem Samen 
Chlorogensaiure (0.5¢ in 1kg) (Dekker, p. 475)“. Tunmann wies in 
den Samen von Strydinos nux vomica relativ groBe Mengen von Chlorogen- 
siiure nach. 

Gorter fand, daf bei einigen Familien in fast jeder untersuchten Art 
Chlorogensiure anwesend ist, z. B. Araliaceae, Convolvoulaceae, Borragi- 
naceae, Gesneraceae, Acanthaceae, Compositae. Bemerkenswert ist, da 
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Gorter bei einigen Genera Arten mit und ohne Chlorogensiure antraf. 
In manchen Familien wieder wurde sie nie gefunden (Leguminosae, 
Meliaceae). 

Nach Nierenstein stimmt auch die Guaranagerbsaure aus Paullinia 
sorbilis mit Chlorogensaure iiberein. Reichlich kommt Chlorogensiure nach 
Charaux in den unterirdischen Teilen der Orobanche rapum vor. Dieser 
Forscher kocht die Pflanzenteile mit 5—10% Schwefelsiure, nimmt das 
Filtrat mit Ather auf, schiittelt die atherische Lésung mit % Volumen Was- 
ser, laBt absetzen und hebt die Atherlésung ab. Der Ather wird abdestil- 
liert und mit dem Riickstand werden die Reaktionen ausgefiihrt. 

Im Jahre 1949 hatten wir Chlorogensaure bei 95 Kompositengattungen 
festgestellt: Achillaea, Actinomeris, Amblyocarpus, Anaphalis, Andryala, 
Anthemis, Anvillaea, Aplopappus, Arctium, Artemisia, Aster, Baccharis, 
Bellis, Buphthalmum, Callistephus, Cardopatium, Carpesium, Carduus, 
Carthamus, Centaurea, Chaenactis, Chondrilla, Chrysanthemum, Chrys- 
opsis, Cichorium, Cirsium, Cnicus, Crepis, Cyathoclina, Dichocephala, 
Disparago, Echinacea, Edchinops, Elytropappus, Erechthites, Erigeron, 
Eumorphia, Evax, Fillago, Cazania, Gnaphalium, Grindelia, Helenium, 
Helianthus, Helichrysum, Helipterum, Heterothecea, Hieracium, Hymeno- 
pappus, Hyoseris, Hypocheris, Hysterionica, Inula, Jurinea, Lactuca, 
Lasiospermum, Launea, Leontodon, Linosyris, Madia, Matricaria, Melam- 
pedium, Microseris, Nidorella, Odontospermum, Oedera, Olearia, Onopor- 
don, Osteospermum, Parthenium, Phaenocoma, Phagnalon, Pieridium, 
Picris, Pluchea, Prenanthes, Printzia, Pulicaria, Psiadia, Rhagadiolus, 
Rodigia, Rudbeckia, Saussurea, Scorzonera, Senecio, Siegesbeckia, Silphium, 
Solidago, Soncius, Tanacetum, Tolpis, Tragopogon, Urospermum, Vitta- 
dinia, Xanthium. 


Methodisches 


Pfeffer hat gezeigt, da viele Pflanzen aus sehr verdiinnten Methylen- 
blaulésungen den Farbstoff mit groRer Gier aufnehmen. Der Farbstoff geht 
mit gewissen Stoffen Verbindungen ein. K lercker bezeichnet Methylen- 
blau geradezu als das empfindlichste Reagens, das die Verteilung der Gerb- 
stoffe innerhalb der lebenden Zellen zu beobachten gestattet. Aber wir hat- 
ten nachgewiesen, daf{ der Farbstoff auch von Chlorogensaure gespeichert 
wird. In der vorliegenden Arbeit wurden von uns hauptsachlich sehr ver- 
diinnte Methylenblaulésungen verwendet. Die RKeaktion ist nicht bei Or- 
ganen ausfiihrbar, die durch eine Kutikula, Wachsschichiten, Korkmem- 
branen u. dgl. geschiitzt sind. Versuchsobjekte sind zarte Wurzeln, Kron- 
blatter, Staubfaden und Samenanlagen. 

Die Kronblatter oder Teile derselben durchlécherten wir mit einer Na- 
del, bevor wir sie in die Lésung von Methylenblau einlegten, damit das 
Eindringen der Farblésung erleichtert werde. Daraufhin wurden sie in die 
Methylenblaulésung eingelegt und darin 20 bis 24 Stunden belassen. Dann 
wurden sie mit reinem Wasser abgespiilt und darin mikroskopisch unter- 
sucht. Gute Dauerpraparate erhalt man bei Anwendung, nach Tinktion mit 
Methylenblau, einer Kaliumbichromatlésung. Nach Verbleib der Kronbliatt- 
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chen und anderer Organe in der Methylenblaulésung kommen die gefarbten 
Objekte auf 24 bis 48 Stunden in eine wiasserige Lésung von 3% Kalium- 
bichromat, werden wiederholt in reinem Wasser umgeschwenkt, dann zu- 
nachst in 25% Alkohol, allmahlich in konzentrierteren Alkohol gebracht, 


darauf in Nelkenél oder Xylol iibertragen und schlieBlich in Kanadabalsam 
eingeschlossen. 


Spezielle Beobachtungen 


In den folgenden Untersuchungen studieren wir die cytologische Bildung 
der Chlorogensiure bei verschiedenen Compositenarten. 


Dahlia variabilis (Willd.) Desf. 


Wir untersuchten eine weife Randbliite dieser Art und stellen fest, daf 
jede Epidermiszelle aufer dem Zellkern und dem Plasma einen C hloro- 
gonoplasten!  ent- 
halt, némlich ein kugel- 
formiges Kérperchen, daft 
alle mikrochemischen Re- 
aktionen der Chlorogen- 
sdure zeigt und in der 

Methylenblaulésung 
blaue Farbung annimmt. 

In friihen Entwicklungs- 

stadien beobachiet man, 

da dieses Kérperchen 

sehr klein ist und vielfach 

neben dem Zellkern liegt. 

Diese Kérnchen vergré- 

Bern sich _allmahlich. 

Auer der VergréRerung 

kann der Chlorogonoplast 

durch Sprossung trauben- 

artige Kérper bilden. Die 

Chlorogonoplasten beste- 

hen aus einer Hiille mit 

einem vorwiegend Chlo- Abb 1. Epidermiszellen der Randbliite von Dahlia 
rogensaure fiihrenden In- variabilis. Ch. Gro®e Chlorogenoplasten. 
halt. SchlieBlich geht das 

sukzessive ZusammenflieRen der einzelnen Elemente vor sich, und dieser 
Vorgang fiihrt endlich zur Bildung einer grofen, Chlorogensaure enthalten- 
den Vakuole. Wir untersuchten auch noch die Epidermiszellen der Rand- 
bliite von verschiedenen Varietaten von Dahlia variabilis. 


1 Das Wort .,Plasten* bedeutet im Griechischen Bildner, Gestalter. .,.Tannino- 
plasten“* (vgl. Protoplasma 48, 262) sind Gerbstoffbildner bzw. Gerbstoffgebilde; 
es ist nicht gemeint, daf die Plasten — wie die Plastiden — Zellorganellen seien, 
die nur durch Teilung aus ihresgleichen entstehen. Die Redaktion. 
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Bei solchen Bliiten finden sich unter den gefarbten, durch Zellsaft Antho- 
zyan fiihrende Epidermiszellen neben ebenso gefarbtem Zellsaft noch ein 
kugelférmiges Korper- 
chen, das in der Methy- 
lenblaulésung _ tiefblaue 

Farbung annimmt. 


Coreopsis Drum- 


mondii Torr. et Gray 


In der Epidermis der 
orangeroten Randbliiten 
von Coreopsis treten uns 

hingegen orangerote 
Farbkérper (Chromato- 
plasten) -entgegen. Die 
Epidermis beider Seiten 


laBt sich leicht mit der 


SES 


OU 


Abb. 2. Epidermiszellen der Randbliite von Chrys- 
anthemum maximum. Ch. Grofe Chlorogonoplasten. 


és 
Seale 





Pinzette abziehen. Die Chromatoplasten sind 
rundlich bis ellipsoid und relativ grof. Sie er- 
scheinen feinkérnig, wegen der zahlreichen orange- 
roten Grana, die sie fiihren. Jede Epidermiszelle 
enthalt auBer dem Zellkern, dem Plasma und dem 
Chromatoplasten ein kugelférmiges Kérperchen. 
Diese Ké6rperchen zeigen die Chlorogensaure- 
reaktionen und werden von der Methylenblau- 
lésung gefarbt. Anfangs ist dieses Kérperchen sehr 
klein. Spater vergréBert es sich und erreicht oder 
iibertrifft die Gréfe des Kernes selbst. 

Ebensolche Chlorogenoplasten stellten wir in 
den Epidermiszellen der Kronblatter anderer 
Coreopsis-Arten, Coreopsis grandiflora, C. rosea, 
fest. 








Behe (SSS 





ES 


Abb. 3. Epidermiszellen 
der Randbliite von 
Coreopsis Drumondii. 


Cirsium canum (L.) All. 

Als Untersuchungsobjekt dienten die Samen- 
anlagen dieser Art. Fiir die Untersuchung bringen (Ch. Grofe Chloroplasten. 
wir eine einzelne Samenanlage zwischen die Chr. Chromoplasten, 
beiden Hialften eines halbierten Korkstopfens 
und ziehen das Messer zwischen diesen beiden Hilften durch. Ohne 
Miihe gelingt es uns so, passende mediane Liangsschnitte zu erhalten, 
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wahrend das Schneiden zwischen den Fingern Schwierigkeiten be- 
reitet. 

Die Langsschnitte unter- 
suchten wir im Wasser. Nach 
Tinktion mit Methylenblau sieht 
man in jeder der Oberhaut- 
zellen ein kugelférmiges Kér- 
perchen mit Methylenblau ge- 
farbt, das die mikrochemischen 
Reaktionen der Chlorogensaure 
zeigt. Das Plasma war unge- 
firbt. Diese Kiigelchen, in de- 
nen sich Chlorogensaure bildet, 
nennen wir Chlorogono- 
plasten. Anfangs ist dieses 
Kérperchen sehr klein, und es 
ist in Brownscher Molekular- 
bewegung. Spater vergréfert 
es sich und zeigt keine Be- 
wegung. Andererseits sind die 


é Abb. 4. Epidermiszellen der Wurzeln von 
Chlorogonoplasten in ,,Ver- 


Xeranthemum annuum, 1, Ch. Nicht spros- 


mehrung“ begriffen. Diese er- sende, 2. Ch. Sprossende Chlorogonoplasten. 
folgt durch ,Sprossung*. Voll- 


kommen iibereinstimmende Entwicklung der Chlorogonoplasten zeigen: 


Cirsium oleraceum (L.) Scop., C. monspessulanum Ait., C. tuberosum (L.) 
All., Onopordon Illyricum L. 
Xeranthemum annu- 
um L. 


Die Zellen der Wurzeln 
dieser Pflanzen besitzen Chlo- 
rogensaurezellsaft. Anfangs 
sieht man in jeder der Epi- 
dermiszellen neben dem gro- 
Ben zentralen Kern ein sehr 
kleines kugelférmiges Kérper- 
chen, das in der Methylenblau- 
lésung tiefblaue Farbung an- 
nimmt und die mikrochemi- 
schen Reaktionen der Chloro- 
gensdure zeigt. Das Plasma 
ist ungefarbt geblieben. Bei 
zunehmendem Alter der Zelle 
der kugelférmigen Kérperchen 
vergroRert es sich und erreicht 

Abb. 5. Epidermiszellen der Wurzeln von die Grote des Kernes. 
Xeranthemum annuum, Ch. Sprossende Chloro- Diese Kiigelchen, in denen 
gonoplasten. sich Chlorogensaure _ bildet, 
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nannten wir Chlorogonoplasten. Zahlreiche Chlorogonoplasten sind in ., Ver- 
mehrung™ begriffen. Diese erfolgt durch ,,Sprossung”, indem an den Chloro- 
gonoplasten eine oder mehrere kleine knopfférmige Anschwellungen sich 
bilden, die allmahlich die Gestalt und GréRe des Mutterchlorogonoplasten 
erreichen. Die Chlorogonoplasten besitzen eine Umhiillung, in deren Innern 
sich Chlorogensaure bildet. SchlieBlich verschmolzen die Chlorogonoplasten 
und bildeten eine Masse, die einen grofen Teil 
der Zelle ausfiillte. Vollkommen iibereinstim- 
mende Entwicklung der Chlorogonoplasten, in 
den Epidermiszellen der Wurzeln, zeigen: 
Centaurea Cyanus L., C. macrocephala Willd. 


Chrysanthemum maximum Ramond. 


Als Untersuchungsobjekt dienten die weifen 
Randbliiten von Chrysanthemum maximum. 
Die Epidermiszellen der Ober- wie der 
Unterseite dieser Randbliite haben welligen 
Umrif. Die Epidermis beider Seiten lat sich 
leicht mit der Pinzette abziehen. Wenn wir 
unter dem Mikroskop die Epidermiszellen 
untersuchen, nachdem sie zuvor einer verdiinn- 
ten Lésung von Methylenblau  ausgesetzt 
wurden, iiberzeugen wir uns, daff jede Epi- 
Abb. 6. Epidermiszellen der dermiszelle auffer dem Zellkern und dem 
Wurzeln von Centaurea Plasma ein kugelférmiges K6érperchen enthialt. 
Cyanus. 1. Ch, Nicht spros- das die mikrochemischen Reaktionen der 
sendes, 2. Ch, Sprossende Chlorogensaiure zeigt und in der Methylen- 
Chlorogonoplasten. blaulésung blaue Farbung annimmi. Anfangs 
ist dieses Kérperchen sehr klein. Spiater ver- 
groRert es sich allmahlich und iibertrifft die GréBe des Kernes selbst. Eben- 
solche Chlorogonoplasten stellten wir in den Epidermiszellen der Rand- 
bliiten von Chrysanthemum coronarium L. und Chr. myconis L. fest. 








Zusammenfassung 


Wir hatten nachgewiesen, da in gewissen Kompositen jede der Epi- 
dermiszellen ein kugelférmiges Kérperchen enthalt. Diese K6rperchen 
zeigen die Chlorogensdurereaktionen, farben sich mit der Methylen- 
blaulésung und erscheinen manchmal in .,.Vermehrung*. In diesem Falle 
fanden wir in jeder einzelnen Zelle mehrere dieser Kérperchen in Form 
eines traubenférmigen Aggregates vereint. Diese besonderen Kérperchen, 
in denen sich Chlorogensaure bildet, nannten wir Chlorogonoplasten. 

Im Jahre 1911 stellten wir fest, da das Stroma der Elaioplasten aus 
denselben Stoffen wie die Nukleolen besteht. Die Elaioplasten stehen meisi 
in. Beriihrung mit dem Zellkern. AufBerdem haben wir als Cyanoplasten 
{Anthocyanbildner) Inhaltskérper der Zellen von Bliiten und Friichten 
zahlreicher Pflanzen beschrieben. Die Cyanoplasten wie die Elaioplasten 
liegen vielfach neben dem Zellkern. Spater untersuchten wir insbesondere 
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weife Kronblatter und Staubfaden von verschiedenen Rosaceenarten und 
studierten besondere Inhaltskérper der Zellen, in denen sich Tannin bildet. 
Diese Kérper nannten wir Tanninoplasten oder Gerbstoffbildner. 

Der Kern zeigt niemals Gerbstoffreaktion. Das Plasma und die Chro- 
matophoren sind ebenfalls gerbstofffrei gefunden worden. Die Mendelschen 
Faktoren oder Gene sind in den Chromosomen lokalisierte Einheiten. Jede 
Kigenschaft zeigt einen bestimmten Entwicklungsgrad, der von der Zahl 
und der Wirksamkeit der entsprechenden Gene abhangt. Das Vorhanden- 
sein der Gerbstoffe in der Pflanze hat erblichen Charakter. Diese Tatsache 
fiihrte uns zur Annahme, das ein Gen oder eine Gruppe gekoppelter Gene, 
die in einer bestimmten Zone eines Chromosoms liegen, Einflu® auf die 
Bildung der Gerbstoffe nimmt. Wir nehmen nun an, dafi das gleiche auch 
fiir die Bildung der Chlorogensaure gilt. 
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Literatur 


I. Einleitung 


Uber die Wirkung von Neutralsalzen auf den Zustand des Protoplasmas 
liegen zahlreiche Untersuchungen vor. Hiaufig wurden Amében, speziell 
Amoeba proteus, als Versuchsobjekt ausgewahlt, da sich hier der Einflu® 
verschiedener Faktoren an der Veranderung der Viskositaét, der Proto- 
plasmastrémung bzw. der améboiden Bewegung ermitteln lat (Giers- 
berg 1922: Spek 1925: Spek und Gillissen 1942; Chambers 
und Reznikoff 1926: Reznikoff 1928; Heilbrunn und Dau- 
gerthy 1931; Kriszat 1951, 1952). Eine vollig einheitliche Beurteilung 
der Wirkung der vor allem untersuchten ein- bzw. zweiwertigen Kationen 
Nat, K+ bzw. Ca++ und Mg++ ist jedoch trotzdem nicht vorhanden. Fiir 
Ca++-lonen ist nach den umfassenden Untersuchungen Heilbrunns im 
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Gegensatz zu den Ergebnissen von Chambers und Reznikof f (1926) 
eine Verringerung der Viskositat des Entoplasmas, dagegen eine Verdich- 
tung des Ektoplasmas charakteristisch. Letzteres fiihrt zur Einstellung von 
Plasmastrémung und Pseudopodienbildung. Demgegeniiber verursachten 
Nat- und K+-Ionen eine Erhéhung der Viskositat. Diese durch Neutral- 
salze verursachten Verainderungen der Viskositat des Plasmas beruhen auf 
dem Hydratationsgrad der Plasmaeiweife. 

Unter der Zahl anderer Substanzen, die gleichfalls den Zustand der 
Plasmaeiweiffe zu beeinflussen vermégen, erscheint besonders das Chemo- 
therapeutikum Germanin (Bayer 205) erwahnenswert. Zwei Eigenschaf- 
ten weisen hier auf Beeinflussung der Plasmakolloide hin. Die hemmende 
Wirkung auf die Blutgerinnung ist schon seit den ersten Untersuchungen 
dieser Substanz bekannt (Mayer, Zeiss, Giemsa und Halber- 
kann 1922). Diese gerinnungshemmende Wirkung repriasentiert sich z. B. 
auch in der Verhinderung der Ausbildung einer Befruchtungsmembran, wie 
Versuche mit Seeigeleiern ergaben (J irovec 1943). Weiterhin iibt Germanin 
eine Schutzwirkung auf die Plasmaeiweiffe aus, was beispielsweise in der 
Verainderung der Thermokoagulation der Eiweife zutage tritt (Jirovec 
1943). Dies beruht nach den Versuchsergebnissen von S pinks (1948) sowie 
von Wilson und Worma!l (1949) auf der Fahigkeit des Germanins, mit 
Proteinen Komplexe zu bilden. Von Bedeutung ist diese Herabminderung 
der Denaturierung bei Versuchen mit Vitalfarbungen, wie dies Experi- 
mente von Jirovec und eigene Untersuchungen an den Eizellen von 
Aplysia und Hydroides (Gersch, unveréffentlicht) ergeben haben. 

Die bisherigen Ergebnisse iiber die physikalisch-chemische Wirkungs- 
weise, insbesondere die Schutzwirkung von Germanin, beruhen auf Ver- 
suchen an Eiweiffen als Modellsubstanzen, weiterhin einigen Protozoen 
(Euglena sowie verschiedenen Ciliaten) und Seeigeleiern. Es erschien somit 
sehr naheliegend, die Versuche auf Amoeba proteus auszudehnen, da hier 
Zustandsanderungen des Plasmas durch die amédboide Bewegung sichtbar 
werden und auferdem die Befunde mit Neutralsalzen zum Vergleich heran- 
gezogen werden konnten. 

Im Gegensatz zu der gerinnungshemmenden Wirkung des Germanins 
ist fiir Vitamin K seit der Entdeckung dieser Substanz die gerinnungsfoér- 
dernde Wirkungsweise bekannt. Allerdings erstrecken sich alle bisherigen 
Beobachtungen fast ausschlieBlich auf die Blutgerinnung selbst. In welcher 
Weise das Plasma anderer Zelltypen, z. B. auch der Einzeller, auf Vitamin K 
reagiert, wurde auffalligerweise bisher nicht untersucht. Auch hierfiir er- 
schien Amoeba proteus aus den bereits genannten Griinden besonders geeig- 
net. Dazu kommt noch der zunachst nur hinsichtlich der Blutgerinnung 
festgestellte Antagonismus zwischen Vitamin K und Germanin, was zu 
einer experimentellen Priifung der Frage anregte, inwieweit sich dies auf 
das Plasma von Amoeba iibertragen laft. 

Die Untersuchungen iiber die Wirkung von Vitamin K und Germanin auf 
Amdben versprachen somit in Beziehung zu den meist sonst mit Neutral- 
salzen erzielten Effekten weitere Einblicke in die durch extrazellulare 
Faktoren hervorgerufenen Zustandsanderungen des Plasmas. Hierbei erschien 


Q* 
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es aussichtsreich, neben der Vitalfairbung zur Vertiefung auch elektronen- 
mikroskopische Untersuchungen der mit Salzlésungen, Germanin, Vitamin K 
oder mit Kombinationen der verschiedenen Substanzen behandelten Am6- 
ben mit einzubeziehen. 


II. Material und Technik 


Die Versuche zur Wirkung anorganischer Salze auf das Protoplasma 
wurden mit Amében durchgefiihrt, die am hiesigen Institut in einer Kul- 
turlésung nach Chalkley (icm? 10%iges NaCl; 04cm? 1%iges KCl; 0.6 em? 
1%iges CaCl, auf 1000cm? Aqua bidest.) geziichtet wurden. Diese Tiere 
wurden vor Ausfiihrung der Versuche in eine Lésung nach Pringsheim 
umgesetzt, da andere Autoren vor allem mit dieser Lésung gearbeitet 
haben und gleiche Ausgangsbedingungen als Voraussetzungen fiir den 
Vergleich der Ergebnisse erstrebenswert erscheinen. Zusammensetzung der 
Pringsheim-Lésung: 0,02 g NaCl; 0,02 g K,HPO,: 0,02 g MgSO,: 0.2 ¢ 
Ca(NO,).; 0,002 g FeSO, auf 1000 cm? Aqua bidest. 

Es wurde die Wirkung der Kationen K+, Na+, Ca++ und Mg++ unter- 
sucht. In den jeweilig verwandten Lésungen waren neben den sonstigen 
Salzen der normalen Pringsheim-Lésung die betreffenden Kationen in 
zehnfacher Konzentration gegeniiber der normalen Pringsheim-Kulturlésung 
vorhanden. Sie werden spater im Text der Kiirze halber einfach als 
K+-10fach (0.2g): Nat-10fach (0.2¢): Cat+-10fach (2g) und Mgt+-10fach 
(0.2 g) bezeichnet. 

Fiir die Versuchsserien mit Germanin und Vitamin K standen nur 
Amodben zur Verfiigung, die in einer Erdlésung nach Wetzel geziichtet 
wurden. Salzversuche mit diesen Amében gaben die gleichen Ergebnisse 
wie unter den oben angefiihrien Bedingungen. Das Ziichtungsmedium 
kann demnach villig unberiicksichtigt bleiben. Germanin kam grund- 
sitzlich in 05%iger Lésung und Vitamin K in der Konzentration 1 : 1000 
zur Anwendung. Die Lésung erfolgte in der Chalkley-Kulturlésung. 
Farbeversuche mit Acridinorange in Chalkley-Kulturlésung wurden in 
den Konzenitrationsstufen 0,001%ig und 0,0001%ig vorgenommen. In ver- 
schiedenen Serien wurden die behandelten Amében zwecks Feststellung 
der Viskositatsanderungen in einer Zentrifuge bei 6000 U/Min. 6 Minuten 
Jang zentrifugiert. 


Fiir die elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurden nach ent- 
sprechender Vorbehandlung mit den verschiedenen chemischen Reagenzien 
jeweils etwa 30 bis 40 Tiere mit 1%iger gepufferter Osmiumsaure (pH 7,3) 
2 Stunden lang bei Zimmertemperatur fixiert (Palade 1952, Sjostrand 
1953). Nach Waschen in destilliertem Wasser erfolgte die Einbettung in 
Methacrylat (4 Teile Methacrylsdurebutylester + 1 Teil Methacrylsaure- 
methylester, dem 2% Dibenzoylperoxyd als Katalysator hinzugefiigt 
wurde). Zur Polymerisation kamen die Praparate fiir 48 Stunden bei 58°C 
in den Thermostaten. 


Die am Boden der Gelatinekapsel verstreut liegenden Amében miissen 
méglichst eng auf die Mitte konzentriert werden, was am besten durch 
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sanfte Pumpbewegungen mit einer feinen Pipette geschieht, vorsichtig von 
der Seite her ausgefiihrt. AuRer mit Osmiumsiure wurde auch mit Bouin- 
schem Gemisch fixiert, um die Vergleichsméglichkeiten zu vergréRern und 
Aussagen iiber die Einwirkung des Fixationsmittels auf den Plasmafeinbau 
machen zu kénnen. 


Alle Schnitte wurden mit einem am Zoologischen Institut nach Angaben 
von Niklowitz (1956) gebauten Ultramikrotom hergestellt. 

Fiir die elektronenmikroskopische Untersuchung stand ein Gerat nach 
Ruska und von Borries der Forschungsstelle fiir Ubermikroskopie der 
Universitat Jena zur Verfiigung. Die Aufnahmen wurden bei 4000- bis 
9000facher VergréBerung und einer Strahlspannung von 60 bis 80 kV ge- 
macht}. 


Ill. Experimenteller Teil 


' 14. Wirkung der anorganischen Salze 

Wie bereits erwahnt, sind die Ergebnisse der Versuche iiber lonenwirkungen 
auf das Ekto- und Entoplasma, die vorwiegend an Amoeba proteus ausgefiihrt 
wurden, durchaus nicht iibereinstimmend. Nah Chambers und Reznikoff 
bewirken die einwertigen Kationen K+ und Na+ Aufhéren der Plasma- 
stromung, Einziehen der Pseudopodien und Abkugelung. Die zweiwertigen 
lonen Ca++ und Mg++ sollen unterhalb letal wirkender Konzentrationen nach 
Eintauchen der Amében in die jeweiligen Lésungen keine Veranderung am Ento- 
plasma hervorrufen. Bei Injektion jedoch konnte ein Festwerden des Plasmas 
beobachtet werden, das bei Ca++ stark lokalisiert ist und eine .Kontraktion™ des 
Zelleibes verursacht. Heilbrunn_ stellte nach Einwirkung von Ca++ durch 
Eintauchen der Am@ében in die Lésung eine Verfestigung des Ektoplasmas fest. 
Ubereinstimmend dazu sind die Ergebnisse von Kriszat. Na+ und Kt ver- 
hielten sich in ihrem Einflu® auf das Ekto- und Entoplasma antagonistisch zu 
Ca++. Reznikeoffs Befunde iiber den Antagonismus der Kationen K+ und 
Nat zu Ca++ und Mg++ auf das Plasma von Amoeba dubia stimmen beziiglich 
des Ektoplasmas mit denen der anderen Autoren iiberein. Was jedoch die Wirkung 
auf die Konsistenz des Entoplasmas betrifft. erzielte er — ebenfalls bei eingetauchten 
Amében — die gegenteiligen Effekte wie Heilbrunn. Die Divergenz der 
Versuchsergebnisse war somit trotz der Vielzahl der vorliegenden Arbeiten ein 
Anlaf&, die Reaktion des Amébenplasmas auf die Wirkung dieser Kationen noch- 
mals zu untersuchen. 


Es wurde das Verhalten von Amoeba proteus in K+-10fach-, Nat-10fach-, 
Ca++-10fach- und Mg++-10fach-Pringsheim-Kulturlésung gepriift. Die Was- 
serstoffionen-Konzentration und die Temperatur wurden in allen Experi- 
menten konstant gehalten. Folgende Ergebnisse konnten verzeichnet 
werden: K+-10fach verursacht bei einer Einwirkungszeit von 24 Std. eine 
Hydratation des Ekto- und Entoplasmas und verstarkt die Plasma- 
strémung. Enisprechend ist die Nat-10fach-Wirkung, nur auBert sie sich 


1 Fiir die Unterstiitzung bei der elektronenmikroskopischen Untersuchung 
danken wir hiermit dem Leiter der Forschungsstelle fiir Ubermikroskopie der 
Friedrich-Schiller-Universitaét Jena, Herrn Professor Dr. Eckardt, und seinen 
Mitarbeitern. 
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in geringerem Mafte. Die zweiwertigen Ionen Ca++ und Mg*+ dagegen 
bewirken in zehnfacher Konzentration ebenfalls itiber 24 Std. eine mehr 
oder weniger starke Fiallung des Entoplasmas und durch Dehydratation 
eine Verdichtung des Ektoplasmas. Die Amoében kugeln sich ab, die Plas- 
mastrémung hort fast oder vollig auf. In allen Experimenten, in denen 
das Verhalten der einwertigen zu den zweiwertigen Ionen in den ver- 
schiedensten Kombinationen untersucht wurde, kam ein deutlicher Ionen- 
antagonismus der monovalenten Kationen K+ und Na+ zu den bivalenten 
Ca++ und Mg++ zum Ausdruck. 

Vitalfarbeversuche mit dem Farbstoff Acridinorange im Fluoreszenz- 
mikroskop mit K+-10fach- und Cat+-10fach-Amében ergaben folgendes: 
Amoben, die 24 Std. mit einer K+-10fach- 
Lésung und 10 Min. mit Acridinorange 
(0.001% ig) behandelt worden waren, zeig- 
ten sich nach % Std. bei normaler Plasma- 
strémung noch vollig ungefarbt. Nach 1 Std. 
wies das Entoplasma eine zarigriine diffuse 
Farbung auf. Die améboide Beweglichkeit 
blieb unbeeinfluBt. Nach 2 und 4 Std. war 
die Griinfarbung lediglich etwas kraftiger 
geworden. Amodben aus einer Cat+-10fach- 
Lésung, in der gleichen Weise wie die 
K+-10fach-Amében behandelt, farbten sich 
nach 2 Std. griinlichgelb bis orange und 
wiesen nach 4 Std. eine grofe Anzahl 
roter granularer Einschliisse auf. Das 


Abb. 1. Ultradiinnschnitt einer 
unbehandelten Amoeba proteus. 


Das Ektoplasma bildet einen 
deutlich abgegrenzten Saum, das 
Entoplasma ein von granularen 
Einheiten durchsetztes Retiku- 
lum mit mehr oder weniger 
deutlich hervortretenden Va- 
kuolen. Vergr. 5040:1, 60kV. 


Plasma war in allen Zeitabstanden kom- 
pakt, noch schwach angedeutete Pseudo- 
podien bildeten sich nach zweistiindiger 
Farbezeit zuriick. 

Die elektronenmikroskopischen Aufnah- 
men von unbehandelten Amédben zeigen 


nach Osmiumsaure-Fixierung deutlich eine 
Sonderung des Plasmas in einen Schmalen ektoplasmatischen Rand- 
saum von 200 bis 400 mu Breite, an den sich ein meist weniger dichtes ento- 
plasmatisches Grundgeriist anschlieBt (Abb. 1). 


Dieses setzt sich aus vielen granularen Elementen zusammen und ist 
meist von einer geringen Anzahl Vakuolen durchsetzt. Anzahl und Gréfe 
der Vakuolen kénnen allerdings betrachtlich schwanken. Diese jeweiligen 
Unterschiede mégen ein Ausdruck besonderer physiologischer Zustiande des 
Entoplasmas sein. 


Das Ektoplasma zeigt einen weitgehend einheitlichen Aufbau aus einer 
dichteren Grundsubstanz, in die feine Granula von wechselnder Anzahl 
eingelagert sind. Trotz der zahlreichen Aufnahmen nach verschiedenen 
angewandten technischen Verfahren konnte ein Schichtenbau des Plasma- 


lemmas, wie ihn Lehmann (1956) angibt, nicht festgestellt werden 
(a. 5. 37). 
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Die mit Ca*+-10fach-Lésung behandelten Amében kénnen im elektro- 
nenmikroskopischen Bild eine Verbreiterung des Ektoplasmas um durch- 
schnittlich das Doppelte zeigen. Das Entoplasma ist ausnahmslos auf allen 
Schnitten dichter als bei den unbehandelten Tieren. Neben dieser Verdich- 
tung lést Catt+-10fach jedoch stirkere Entmischungsvorgange im Entoplasma 
aus, was aus der Vielzahl der grofen, verstreut liegenden Vakuolen hervor- 
geht (Abb. 2). Diese Entmischungserscheinungen sind jedock nicht so ausge- 
pragt wie im Falle der schwachprozentigen Essigsaure-Einwirkung (s. S. 24). 

Ein Vergleich der elektronenmikroskopischen Aufnahmen unbehandelter 
und K+-10fach behandelter Amében ergab weder Unterschiede im Aufbau 
des Entoplasmas noch im Ektoplasma. Dieser 
Befund steht im Einklang zu den licht- 
optischen Beobachtungen. 


2, Wirkung von Germanin 


Die Amoében wurden in Chalkley-Lésung 
+05%igem Germanin bis zu 72 Stunden 
belassen. Mikroskopisch erkennbare Ver- | 
anderungen traten an solchen Tieren nicht 
auf. Bewegungsvermégen und Protoplasma- 
str6mung waren ganz entsprechend wie bei 
Kontrolltieren. Der Einflu& von Germanin 
zeigte sich dagegen bei gleichzeitiger’ Vital- : 
farbung mit 0,001%igem Acridinorange. Abb. 2. Ultradiinnschnitt eines 
Einer vorausgegangenen, meist 24stiindigen Pseudopodiums von Amoeba 
0,5%igen Germaninbehandlung folgte die proteus nach 24stiindiger Cat++- 
Acridinorange-Farbung in verschiedenen Einwirkung. Auftreten grofter 
Zeiten (% Std., 1 Std., 2 Std., 4 Std.). Selbst Vakuolen im Entoplasma als 
bei langster Farbezeit blieben Plasma- Ergebnis von Entmischungs- 
strémung und améboide Beweglichkeit fast ?™°“°*S°" Vangelis Sarees 
normal erhalten. Schwache griinliche Fluo- 
reszenz zeigte sich im Entoplasma. Einschliisse in den Nahrungsvakuolen 
waren hier dunkelrot gefarbt, was beweist, daf der Farbstoff in hin- 
reichender Menge in die Zellen eingedrungen ist. Ganz anders war dagegen 
das Fiarbungsbild schon bei halbstiindiger Acridinorangefarbung ohne 
Germaninbehandlung, indem sich hier ein rotgefarbter Ektoplasmasaum 
vom griinen Entoplasma absetzte (s. S. 22). 

Im elektronenmikroskopischen Bereich weichen die mit Germanin be- 
handelten Amében insofern vom Normalbild ab, als bei einzelnen Tieren 
der Ektoplasmasaum fast die doppelte Breite erreicht. Auferdem ist das 
Entoplasma stets von Ansammlungen vieler kleiner Vakuolen durchsetzt. 
Abgesehen von diesen beiden Erscheinungen, gleicht der Aufbau des ento- 
plasmatischen Grundgeriistes sehr dem Normalbild (Abb.3). 

Die Schutzwirkung des Germanins offenbart sich dann sehr deutlich, 
wenn die Amében etwa 90 Minuten der Einwirkung einer 0,05%igen 
Essigsdiurelésung ausgesetzt werden und dann derselbe Versuch bei gleich- 
zeitiger Zugabe von 0.5%igem Germanin wiederholt wird. 
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Bei den mit Essigsiure behandelten Amében besteht das Entoplasma 
stets aus einem einheitlich zusammenhangenden Geriist sehr grofer Va- 
kuolen (Abb. 4a). Die Begrenzungsschicht 
dieser Vakuolen sowie das Ektoplasma 
sind vielfach betrachtlich verbreitert (bis 
500 mu). Diese Veranderungen sind wohl 
auf die entmischende und _ verquellende 
Wirkung schwacher Essigsiure zuriickzu- 
fiihren. Nach Zugabe von Germanin andert 
sich das Bild grundlegend (Abb. 4b). Die 
voluminésen Vakuolen sind beinahe vollig 
verschwunden. Nur noch vereinzelt ist hier 
und dort eine kleine Vakuole zu beob- 
achten, wihrend an die Stelle des grof- 
; : : wabigen Entoplasmageriistes ein mehr oder 
Abb. 3. Ultradiinnschnitt der ; ash ; a me 
hin sean oe feinmaschiges, granulires Retiku- 
iad: Mnstikene. ven. 0S%ioum lum getreten ist, wie es auch beim Normal- 
Germanin, Gegeniiber dem Nor- _ bild vorgefunden wird. In gleicher Weise 
malbild sind keine bemerkens- Stimmi in beiden Fallen auch die Breite 
werten Verinderungen festzu- des Ektoplasmasaumes weitgehend iiberein. 
stellen. Vergr. 4800:1, 60kV. Somit ist die Schutzwirkung des Germa- 

nins, die im lichtmikroskopischen Bereich 
indirekt demonstriert werden kann, im elektronenmikroskopischen Bereich 
auch direkt nachzuweisen. Diese Befunde zeigen somit in Ubereinstimmung 


4, a 


Abb. 4 a. Ultradiinnschnitt der Randzone einer Amoeba proteus nach Einwirkung von 
0.05%iger Essigsiure. Das Entoplasma ist stark vakuolisiert. Vergr. 5040: 1, 60 kV. 
Abb. 4b. Ultradiinnschnitt eines Pseudopodiums von Amoeba proteus nach kom- 
binierter Essigsiure-Germanin-Einwirkung. Die Schutzwirkung des Germanins 
zeigt sich an der Verhinderung der durch Essigsiure bedingten Vakuolisierung. 
Das Strukturgefiige nahert sich sehr dem Normalbild. Vergr. 5280: 1, 60 kV. 


mit den Ergebnissen anderer Autoren (Jiroveec 1943; Devey und 
Wormall 1946: Wilson und Wormall 1949) die durch Germanin 
bewirkte Schutzwirkung auf die Eiweife des Plasmas. 
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3. Wirkung von Vitamin K 


Die Wirkung von Vitamin K wurde zunachst an solchen Tieren unter- 
sucht, die 4 oder 6 Std. in einer Lésung 1 : 1000 verbrachit hatten. Alle 
Am@ében waren hier weitgehend abgekugelt, das Entoplasma erschien dicht 
granuliert und zeigte héchstens ganz schwache Flie®bewegungen. Nach 
auRen schlof ein dichter Ektoplasmasaum ab. Die Farbung solcher Amében 
mit 0,001 %igem Acridinorange verdeutlichte sehr viel besser die Wirkungs- 
weise des Vitamins K. Das Ektoplasma erschien orange, das Entoplasma 
schwach griin gefarbt. Im Inneren trat deutlich der griine Kern hervor. 


Die gerinnungsférdernde Wirkung des Vitamin K auf das Plasma 
der Amében zeigt sich noch besser nach direkter Zugabe einer Lésung 
Vitamin K 1:1000 zu normal fliefenden 
Tieren. Es treten zwar geringfiigige zeit- 
liche Unterschiede hinsichtlich der ersten 
sichtbaren und auch starker hervortreten- 
den Veranderungen auf, ohne allerdings 
die prinzipielle Ubereinstimmung zu be- 
riihren. Meist schon nach 3 Minuten zeig- 
ten sich die ersten Anzeichen insofern, als 
die Pseudopodienbewegung sich nicht 
mehr ,gleitend“ vollzog, sondern im 
Entoplasma kam es haufig zu plétzlichem 
ruckartigem Vorwartsstrémen, nachdem 
vorher eine gewisse Stauung des Plasmas apy 5. Fluoressenamikveskeps- 
erkennbar war. Man gewann den Ein-  gche Aufnahme einer Amoeba 
druck, als ob die normal flieRende Bewe- proteus nach Behandlung mit 
gung durch gelartige Plasmaziige gehemmt Vitamin K 0,01%. Nach Acridin- 
wire. Die améboide Bewegung kam be- crangefarbung tritt —besonders 
reits nach 20—35 Minuten zum Stillstand, deutlich der Kern hervor. 
wobei stets der Eindruck einer erstarrten 
Am6boidform vorlag (Abb. 7 a). Zugabe von Chalkley-Kulturlésung fiihrte 
zur Lockerung dieses ,,Starrezustandes* und schlieBlich wieder zu normaler 
FlieRbewegung. Im Gegensatz zu laingerer Behandlung mit Vitamin K 
erwies sich auf diesem Stadium der Gerinnungsvorgang noch als reversibel. 


Farbung mit 0.0001%igem Acridinorange solcher .erstarrter~ Amében 
ergab schwache Griinfarbung des Entoplasmas und zugleich deutliche griine 
Kernfarbung (Abb. 5). Zentrifugieren solcher Amében (6000 U/Min.) fiihrte 
zu deutlicher Trennung des dichten Entoplasmas vom hyalinen Ektoplasma. 
Im Gegensatz zu normalen Amében blieb dieser Zustand auch weiterhin 
erhalten. 


Elektronenmikroskopische Aufnahmen bestatigen deutlich die licht- 
optischen Feststellungen. Sehr auffallig ist zunachst der stark verbreiterte 
ektoplasmatische Rand der mit Vitamin K behandelten Tiere. Seine Breite 
liegt zwischen 0.5 und 2 u, durchschnittlich betragt sie etwa 1.5 u (Normal- 
breite 200 bis 400 mu!). Durch die Wirkung des Vitamins K scheint beim 
FlieBen der Amében die Ekto-Entoplasma-Umwandlung gestért zu sein, 
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worauf auch die einzelnen lichtmikroskopischen Beobachtungen hindeuten. 
Hierbei verlauft der Plasma-Umwandlungsproze ganz offensichtlich, wie 
aus dem stark verbreiterten Rand auf den elektronenmikroskopischen 
Aufnahmen geschlossen werden muff (Abb. 6), in Richtung der Gelatinie- 
rung. Es besteht ebenso die Méglichkeit, daf durch die gerinnungsférdernde 
Wirkung des Vitamins K der riicklaufige Prozef iiberhaupt weitgehend 
unterbleibt, das heift, einmal gebildetes Ektoplasma kann sich nur schwer 
wieder in Entoplasma umwandeln. So kommt es schlieflich zur Abkugelung 
der Amében und zum Bewegungsstillstand. 
Trotz der starken Verbreiterung der ektoplasmatischen Randzone ist 
in keinem Fall eine differenzierte Struktur erkennbar. Das Ektoplasma 
besitzt eine mittlere Dichte, hat véllig 
homogene Zusammensetzung (Abb. 6) und 
ist von kontrastreichen Partikeln durch- 
setzt, die sich an bestimmien Stellen eng 
vereinigen kénnen und dann vielfach in 
das etwas dichtere Entoplasma iibergehen, 
das ein System netzartig verzweigter 
Gerinnungsbriicken_bildet. 


Die Untersuchung mit Vitamin K_ be- 
handelten und dann zentrifugierten Am6- 
ben zeigt, da durch die Zentrifugierung 
eine noch scharfere Sonderung zwischen 

Abb. 6. Ultradiinnschnitt von den beiden Plasmaanteilen auf Grund der 
Amoeba proteus nach Behand- ynterschiedlichhen Dichte _ stattfindet. Je 
— a K bade nach der Schnittfiihrung findet man _ bei 

So foe oe dee Dendoidt dee Praparate Amében mit 


breiterung des Plasmalemmas : . : 
peg oe procter entoplas- ¢imem bis zu 4 breiten Ektoplasmarand. 


matische Gerinnungsnetz. Vergr. Das entspricht einer nahezu zehnfachen 
4300 : 1. 80kV. Verbreiterung gegeniiber dem Normal- 
tier (Abb. 1). 

Es weisen somit iibereinstimmend Bewegungserscheinungen, Vitalfar- 
bung mit Acridinorange, Zustand nach Zentrifugieren und die Ergebnisse 
der Untersuchungen des submikroskopischen Gefiiges mit Hilfe der Elek- 
tronenmikroskopie darauf hin, daR Vitamin K einen gerinnungsférdernden 
EinfluR auf das Plasma von Amében ausiibt. Hierbei scheint zunachst 
besonders das Ektoplasma betroffen zu sein. 


4.Wirkung von Kombinationen der verschiedenen 


Substanzgruppen 


Auf Grund der mit den Kationen, mit Germanin und Vitamin K am 
Plasma der Amdben erzielten Veranderungen wurden folgende Fragen 
aufgeworfen, denen in Versuchen mit Kombinationen dieser Substanzen 
weiter nachgegangen wurde: 1. Pragt sich die fiir Germanin typische 
»ochuizwirkung* auf die Plasmakolloide auch gegeniiber Vitamin K und 
den fallend wirkenden bzw. gerinnungsférdernden Kationen aus? 2. Wie 
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verdndert sich der Zustand des Plasmas bei Einwirkung von Vitamin K 
und von anorganischen Kationen? 

Der ersten Fragestellung entsprechend wurde zunachst der Zustand des 
Plasmas bei 24stiindiger Einwirkung gleichzeitig von Chalkley-Kultur- 
lésung mit 10fachem K+-Ionengehalt (bezogen auf Pringsheim-Lésung) und 
0,5%igem Germanin gepriift. Bewegungsfahigkeit der Amében und Pseudo- 
podienbildung waren meistenteils wie bei normalen Kontrolltieren. Zusatz- 
liche Fiarbeversuche mit 0,001%igem Acridinorange 1 Std., 2 Std. oder 
4 Std. fiihrte bei der langsten Farbezeit, abgesehen von intensiver Griin- 
farbung der Einschliisse in den Nahrungsvakuolen, héchstens zu ganz 
schwach griinlicher Fluoreszenz des Entoplasmas. Die schwache Farbung 
des Plasmas bezeugt, daf sich auch hier die Schutzwirkung des Germanins 
auswirkt. Bemerkenswert ist hierfiir auch das Ausbleiben der Kern- 
farbung. 

Auf zwei verschiedene Weisen konnte die Wirkung Ca++ + Germanin 
verglichen werden. Im einen Falle kamen die Versuchstiere nach 24stiin- 
digem Verweilen in Cat+-10fach-Liésung (bezogen auf Pringsheim-Lésung) 
anschlieRend in 05%ige Germaninlésung fiir % Std., 1 Std., 2 Std. oder 
4 Std. Im anderen Falle verblieben sie 24 Std. in Cat+t+-10fach-Kulturlésung 
bei gleichzeitiger Anwesenheit von 0,5%igem Germanin. Schon auferlich 
waren die Unterschiede zwischen den Amdben beider Serien deutlich er- 
kennbar. 

Die Versuchstiere der ersten Serie erschienen abgerundet, ihre Pseudo-. 
podien eingezogen, das Plasma stark verdichtet, dabei ohne besonders ab- 
gesetzten Ektoplasmasaum. Trotzdem fiihrte hier Zugabe von 0,001 %igem 
Acridinorange zu keiner Anfarbung. Germanin vermag also auch auf die 
durch die Ca++-Ionen eingetretene Verdichtung des Plasmas nicht reversibel 
einzuwirken. Trotzdem ist auch hier die Schutzwirkung auf das verdichtete 
Plasma vorhanden, was durch das Ausbleiben der Acridinorange-Farbung 
deutlich wird. 

Die Versuchstiere der zweiten Serie dagegen bewegten sich z.T. gut 
flieBend, ihr Plasma war dementsprechend, verglichen mit den Tieren 
der anderen Serie, wesentlich weniger viskés. In diesem Falle erstreckt 
sich offensichtlich die Schutzwirkung des Germanins auch auf die 
Einwirkung der Ca*++-Ionen, die nun zumindest nicht im gleichen Mafe 
wie im anderen Falle die Plasmakolloide beeinflussen. Acridinorange- 
Farbung (0,001 %ig, “%stiindige oder 1stiindige Farbezeit) verursachte dem- 
entsprechend nur eine ganz schwache Griinfluoreszenz des Entoplasmas. 

Auch die Ca++-Germaninwirkung wurde elektronenmikroskopisch ge- 
priift. Wie bereits geschildert (S. 23), bewirkt eine Ca++-10fach-Lésung 
starke Entmischungserscheinungen im Entoplasma bei gleichzeitiger Ver- 
breiterung des Ektoplasmasaumes. In Gegenwart von Germanin dndert 
sich auch hier das ganze Bild in auffalliger Weise. 

Ahnlich wie bei der Germanin-Essigsiure-Kombination wird der 
ektoplasmatische Rand wieder schmal, die grofen Vakuolen verschwinden 
entweder ganz, oder es bleiben nur wenige, kleine Vakuolen zuriick. Das 
Entoplasma bildet jetzt ein vorwiegend feineres, mehr oder weniger eng 
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zusammenhiangendes Grundgeriist. Das Strukturbild nahert sich damit 
wieder sehr stark dem Normalgefiige unbehandelter Amében. 

Zur Untersuchung der Frage, inwieweit die gerinnungshemmende Eigen- 
schaft bzw. die Schutzwirkung des Germanins sich auf die gerinnungsfér- 
dernde Eigenschaft des Vitamins K bezieht, wurden Amében in eine Kultur- 
losung gebracht, die gleichzeitig 0.5%iges Germanin und Vitamin K 1 : 1000 
enthielt. In einer anderen Versuchsserie erfolgte die Untersuchung nach 
vorausgegangener, meist 24stiindiger Germaninbehandlung in Kulturlésung 
mit Vitamin K 1: 1000, in die die Tiere gesetzt wurden. Im ersten Fall 
zeigte sich die Vitamin-K-Wirkung in den Gerinnungserscheinungen des 
deutlich abgesetzten Ektoplasmasaums mit erheblich zeitlicher Verzégerung 
gegeniiber Vitamin-K-Serien ohne gleichzeitige Anwesenheit von 0,5%igem 
Germanin. Ungeachtet dieser grundsatzlichen Tendenz, traten im einzelnen 
graduelle Unterschiede auf. In manchen Versuchen rundeten sich die Tiere 
bereits 1 Std. nach Einbringen in die Vitamin K und Germanin enthaltende 
Kulturlésung ab, in anderen dagegen war noch nach 3 % Std. lebhaft améboide 
Bewegung zu beobachten. In ahnlicher Weise trat Verzégerung der Plasma- 
gerinnung auch dann in Erscheinung. wenn die Amében nach vorheriger 
24stiindiger Behandlung mit 0.5%igem Germanin in einer Kulturlésung 
mit Vitamin K 1: 1000 zur weiteren Beobachtung gesetzt wurden. 

Ebenso lieferten die Farbeversuche mit Acridinorange, gekoppelt mit 
der soeben geschilderten Behandlungsweise der Amében, klare Hinweise 
fiir die hemmende Wirkung des Germanins gegeniiber den durch Vitamin K 
verursachien Zustandsinderungen des Plasmas. 10 bis 20 Minuten langes 
Einsetzen von Amében in eine kombinierte Lésung dieser drei Substanzen 
(Chalkley-Kulturlésung + Germanin 0.5%ig + Vitamin K 1 : 1000 + Acri- 
dinorange 0.001%ig) konnte sich weder auf die Bewegungsfahigkeit der 
Tiere auswirken, noch fiihrte es zu einer Anfarbung, ausgenommen der 
von Einschliissen in den Nahrungsvakuolen. Letzteres beweist jedoch, daf 
der Farbstoff in die Zellen eindrang. Bemerkenswert erscheint bei diesen 
Farbungen der Unterschied in der Kernfarbung gegeniiber Kontrollserien 
mit Vitamin K ohne Zusatz von Germanin. Dort trat typischerweise eine 
Kernfarbung auf (s. S. 22). hier zeigte sie sich niemals, selbst dann nicht, 
wenn nach langerer Einwirkungszeit eine Plasmafarbung der Tiere begann. 
Der Verhinderung bzw. Verzégerung der Gerinnung des Cytoplasmas 
gehen somit voéllig parallel die Vorginge im Karyoplasma. 

Auch hier kénnen die lichtoptischen Befunde im elektronenmikrosko- 
pischen Bereich bestatigt werden. Der nach Vitamin-K-Einwirkung stets 
vorhandene, sehr breite Ektoplasmasaum ist bei Anwesenheit von Germa- 
nin auf keinem der Schnittbilder zu beobachten. Die Breite ist allerdings 
in einzelnen Fallen verdoppelt. dariiber hinaus fehlt die sonst so einheit- 
liche Begrenzung, d. h., der Ektoplasmarand zeigt keinen einheitlichen 
Verlauf, sondern ist peripher oft unregelmafig ausgezackt. Die Gegenwart 
des Germanins bewahrt vor allem dem Entoplasma in ganz auffialliger 
Weise seinen normalen Aufbau. 


Zu bemerkenswerten Ergebnissen fiihrte die experimentelle Untersuchung 
der Frage nach der Wirkung von Vitamin K und gleichzeitig der der 
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anorganischen Ionen, in erster Linie Ca++ und K+. Nur vergleichsweise 
wurden auch Kulturlésungen mit erhéhtem Mg+t+-Gehalt herangezogen. 
Nach den fiir Ca++-lonen und Vitamin K bekannten Wirkungen auf das 
Cytoplasma schien die Annahme am wahrscheinlichsten, daf eine Ver- 


9”? Uhr 


c 


Abb. 7. Zustandsphasen einer Amoeba proteus nach Behandlung mit Vitamin K 

1: 2000. a 10 Min. Einwirkungszeit, b nach 15 Min. Vitamin-K-Behandlung, ¢ nach 

20 Min. Vitamin-K-Behandlung. (Man beachte die geringen Formveranderungen 

infolge der Gerinnungswirkung des Vitamins K wahrend dieser Zeit.) d Weitere 

5 Min. spater nach Zugabe von Cat++-10fach-Lésung. Auflésung der Starreform 
und FlieBbewegung des Plasmas. 


starkung der Effekte bei gleichzeitiger oder unmittelbar hintereinander 
erfolgender Einwirkung beider Faktoren auf die Amében erfolge. Die 
Tiere wurden daher entweder zuerst fiir gew6hnlich 24 Std. in Cat+-10fach- 
Kulturlésung gehalten und dann in eine Vitamin-K-Lésung 1 : 1000 gesetzt, 
oder aber es erfolgte zuerst eine Behandlung mit Vitamin K von meistens 
20—30 Minuten Dauer, worauf dann Cat+-10fach-Kulturlésung zugegeben 
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wurde. In beiden Fallen zeigten sich prinzipiell ahnliche Verhaltnisse, 
wenngleich bei der ersten Verfahrensweise wesentlich deutlicher. 

Nach Zugabe von Vitamin K 1 : 1000 zu den durch die lange Behandlung 
mit Ca++-10fach-Kulturlésung kompakten Amdben setzten iiberraschender- 
weise nach 10—20 Minuten Pseudopodienbildung und schlieflich lebhafte 
améboide Bewegungen ein. Im umgekehrten Fall, d. h., bei Hinzufiigen 
von Cat+-10fach-Kulturlésung zu den durch Behandlung mit Vitamin K 
1: 1000 von ca. 20 Minuten Dauer kompakten Amdben lief sich gleichfalls 
eine Auflockerung des entstandenen Gerinnungseffektes bis zum Beginn 
von Plasmabewegungen feststellen. Jedoch war dieser Effekt gegeniiber 
dem der zuerst genannten Reihenfolge in der Behandlung der Amében 
schwacher. Ungeachtet dieser graduellen Unterschiede, ergibt sich aus 
diesen Versuchen mit aller Eindeutigkeit, daf die durch Cat+-Ionen ver- 
ursachte Plasmafallung durch das Vitamin K aufgehoben, wie umgekehrt 
in zwar schwacherem Ausmafi die durch Vitamin K erzielte Plasma- 
gerinnung durch Cat+-lonen kompensiert wird (Abb. 7 a—d). 

Gleichzeitige Farbeversuche mit 0,001%igem Acridinorange lassen die 
Schlu@folgerung zu, daf die Fahigkeit, die améboide Bewegung der durch 
Vitamin K erzeugien Gerinnungsform durch Zugabe von Cat+-Ionen 
wiederherzustellen, von dem durch Vitamin K zunachst erzeugten Grad 
der Fallung bzw. Gerinnung bestimmt wird, wofiir die auftretende oder 
ausbleibende Kernfarbung eine Art Indikator darstellt. Bei starkerer 
Fallung, die eventuell bereits irreversibel sein kann, ohne dabei mortal 
sein zu miissen, bilden sich eventuell nur schwach einige Pseudopodien aus. 
Eine Plasmabewegung unterbleibt in solchen Fallen. Gleichzeitig tritt 
dann eine deutliche Kernfarbung im Gegensatz zu anderen Versuchen mit 
geringeren Gerinnungserscheinungen des Cytoplasmas und dementspre- 
chend rascherer und intensiverer Wiederaufnahme der Bewegung nach 
Zusatz von Ca++-lonen auf. 

Es kann sich dabei aber nicht um eine fiir Ca*t+-lonen spezifische 
Wirkung handeln, da eine Kulturlésung ohne Ca++ gleiche Effekte hervor- 
bringt. Versuche mit Kulturlésungen + Megt+ 10fach (bezogen auf Prings- 
heim-Kulturlésung), in der die Amében 24 Std. verweilten, um darauf in 
eine Vitamin-K-Lésung 1:1000 iibertragen zu werden, fiihrten zu ahn- 
lichem Ergebnis wie mit Cat+-10fach-Kulturlésung. 

Aus den elektronenmikroskopischen Bildern von Amében, auf die zu- 
nachst Cat++-10fach- und dann Vitamin-K-Lésung einwirkte, geht hervor, 
da die Bauelemente des Cytoplasmas eine grundlegende Anderung er- 
fahren haben. Der ektoplasmatische Randsaum ist nur noch in Form einer 
sehr feinen Begrenzungslinie vorhanden (vgl. Normal- und Cat+-10fach- 
Bild). Mit einer Breite von etwa 0,1 uw liegt er sogar unter der des Normal- 
bildes. Das entoplasmatische Retikulum dagegen setzt sich aus globularen 
bis granuliren Einheiten zusammen, die ziemlich weitraumig gelagert 
sind und sich durch grofen Kontrastreichtum auszeichnen (Abb. 8). 
Auf manchen Praparaten waren weiterhin gelegentlich Amében zu sehen, 
die im entoplasmatischen Grundgeriist stellenweise Vakuolen besafen, 
deren Begrenzungswande nahezu dieselbe Breite hatten wie die der Ca*+- 
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10fach-Tiere. Es diirfte sich hier mit grofer Wahrscheinlichkeit um 
Zwischen- bzw. ,Umwandlungsstadien“ ehemaliger Cat++-Amében han- 
deln, bei denen nach Zugabe von Vitamin K die Strukturanderung an- 
scheinend mit einer gewissen Verzégerung verlauft. 

Am Beispiel des K+-lons wurde die gleichzeitige Einwirkungsweise 
einwertiger Kationen der Kulturlésung und Vitamin K gepriift. Die nach 
24 Std. in K+-10fach-Kulturlésung gehaltenen Amoében mit lebhaft stré- 
mender Plasmabewegung lassen ca. 30—65 Minuten nach Uberfiihren in 
Vitamin K 1:1000 deutliche Anzeichen einsetzender Gerinnung erkennen. 
Das Ektoplasma bildet einen schwach ab- 
gesetzten Saum, ihm folgt eine viskése 
Schicht kérnigen Entoplasmas, das nicht 
flie8t. Im Innern bleibt nur eine Art ,,FlieB- 
kanal“ weniger viskésen Plasmas erhalten, 
das Bewegungen aufweist. Zugabe von 
Cat+-10fach-Kulturlésung lést sehr rasch 
wieder normale Améboidbewegung aus. In 
umgekehrier Reihenfolge der Einwirkung 
der beiden Faktoren, d. h., zunachst Be- 
handlung mit Vitamin K 1:1000 10 Mi- 
nuten und anschliefend Zugabe von K+- 
10fach-Kulturlésung, lassen sich die durch : 

Vitamin K erzielten Gerinnungserscheinun- Abb. 8. Ultradiinnschnitt der 
gen nicht wieder beseitigen. Randzone von Amoeba proteus 

Bemerkenswert erscheinen noch die "ach  Ca*+-Vitamin-K-Einwir- 
Verhaltnisse, die mit einer K+-100fach- kung. Das Strukturgeriist des 
Entoplasmas wird vorwiegend 
durch globulare Anteile be- 
stimmt. Man beachte die deut- 


Kulturlésung (bezogen auf Pringsheim- 
Kulturlésung) und Vitamin K zu erzielen 
waren. 24stiindiger Aufenthalt von Amében lichen Unterschiede gegeniiber 
in einer solchen Kulturlésung (ohne Zusatz dem Bild nach alleiniger Ca++- 
von Vitamin K) bewirkte infolge der bzw. Vitamin-K-Behandlung. 
starken Hypertonie, daf die Tiere vollig Vergr. 4680: 1, 60 kV. 
kompakt, abgerundet, mit dichtem Plasma 

und ohne Pseudopodien erscheinen. Zugabe von Vitamin K_ 1: 1000 
verursachte bei solchen Tieren eine Auflockerung des Plasmas. Es traten 
Ansatze zur Pseudopodienbildung und eventuell zu ganz schwachen 
Strémungen auf. Obgleich eine normale Flie®bewegung hier nicht mehr 
in Gang kam, waren die Auflockerung im Plasma und das Abschwiachen 
der durch die stark hypertonische K+-100fach-Lésung bewirkten Fal- 
lung deutlich. 

Im umgekehrien Falle zeigte sich gleichfalls iiberraschenderweise, dal 
die durch Vitamin K zunachst erzeugten ,Starreformen“ nach Zusatz von 
K+-100fach-Kulturlésung aufgelockert werden und schwache Plasma- 
str6mungen einsetzen. Allerdings wird dies nach kurzer Zeit von Be- 
wegungsstillstand und erneuter erhdhter Viskositat des Plasmas abgeldst, 
was mit der auf der hohen Konzentration der K+-Lésung beruhenden 
Schadigung des Plasmas zusammenhangen diirfte. Die erste Phase der 
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Wirkung der K+-100fach-Kulturlésung auf die vorher mit Vitamin K_ be- 
handelten Tiere betrifft somit eine Viskositaitserniedrigung, die wohl in 
Parallele zur Wirkungsweise der zweiwertigen Kationen Cat+ und Mgt+ 
stehen diirfte. Die zweite Phase ist offenbar nur eine Folge der hohen 
Konzentration der K+-lonen. Es zeigt sich somit in beiden Fallen, da 
beim Zusammentreffen von den das plasmafiallenden Agenzien (entweder 
durch die Art der lonen wie bei Ca++ und Mg++ oder aber durch die Kon- 
zentration wie bei K+-100fach) mit dem gerinnungsférdernden Faktor 
Vitamin K die Wirkungsweise beider gleichgerichteter Faktorengruppen 
sich gegenseitig aufhebt. 


IV. Erérterung der Ergebnisse 


Wie die Untersuchungen gezeigt haben, erginzen sich die lichtoptischen 
und elektronenmikroskopischen Befunde der plasmatischen Veranderungen, 
die nach Einwirkung von anorganischen Kationen, Germanin, Vitamin K 
oder durch die Kombinationen dieser Stoffe auftraten. Aus den experimen- 
tellen Ergebnissen lassen sich einige allgemeinere Schlu@folgerungen ab- 
leiten. 

Die Wirkung von Germanin auf Eiweif bzw. Plasmaeiweife ist in 
letzter Zeit besonders von Jancs6 und Mitarbeitern (1952) untersucht 
worden. Die Autoren wiesen nach, da Germanin die Fahigkeit besitzt, 
nicht nur die Speicherung saurer Farbstoffe in den Nierenzellen und Histio- 
cyten in vivo zu verhindern bzw. weitgehend zu verringern, sondern auch 
eine vorhandene Bindung zwischen saurem Farbstoff und Plasmaprotein 
zu sprengen (Jancs6 1952). Es wird daher von einem sogenannten Ver- 
drangungseffekt gesprochen. 

Nach den Ergebnissen von Spinks (1948) sowie Wilson und 
Wormal (1949) beruht die Fahigkeit des Germanins zur Komplex- 
bildung mit Eiweifen auf den Sulfosiuregruppen des Chemotherapeuti- 
kums. Dagegen ist ungeklart, welche basischen Gruppen der Proteine 
beteiligt sind. Germanin schirmt die Proteine auch gegeniiber basischen 
Farbstoffen, Kationen und Vitamin K ab, wie dies fiir basische Farbstoffe 
schon Jirovec (1942, 1943) nachwies. Wesentlich ist dabei besonders die 
geringe Toxizitat des Germanins wie auch fiir eine Reihe anderer ge- 
rinnungshemmender Substanzen mit denselben Eigenschaften auf das 
Plasma. 


Der Vergleich elektronenmikroskopischer Bilder von Amében, die mit 
Ca++-10fach-Liésung einerseits oder andererseits mit Cat+-10fach-Lésung 
+ 0.5%igem Germanin behandelt worden waren, fiihrt zu der SchluB- 
folgerung, daft die Ca++-Wirkung nicht nur auf das Ektoplasma beschrankt 
bleibt, sondern auch den Zustand des Entoplasmas beeinfluBt, wie dies 
auch der lichtmikroskopische Befund zeigt. Nur so erklart sich der Unter- 
schied des submikroskopischen Gefiiges .normaler“ und_ ,,Cat++-10fach- 
Amdben“ und zugleich auch die Tatsache, da Germaninbehandlung von 
»Cat+-10fach-Amiében“ ein weitgehend normales submikroskopisches 
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Strukturbild ergibt. Aus den eigenen Versuchen geht weiterhin hervor, 
da die Wirkung des Cat+ auf das Plasma von dessen Konzentration bzw. 
von der Dauer der Cat+-Einwirkung abhangt. Das steht im Einklang mit 
den Heilbrunnschen Beobachtungen. Heilbrunn _ versucht die 
unterschiedliche Wirkung der einzelnen Kationen auf das Plasma mit der 
Theorie der antagonistischen Wirkung der Ionen und mit der festgestellten 
positiven Ladung der protoplasmatischen Kolloide zu erklaren (Heil- 
brunn 1923, 1928). 

Es erscheint neben anderen offenen Fragen kaum méglich, auf dieser 
Grundlage eine allgemeingiiltige Erklarung fiir die von der jeweiligen 
Salzkonzentration abhangigen, teilweise sehr unterschiedlichen Wirkungen 
zu geben. Die einzelnen Erscheinungen lassen sich verstehen, wenn man sie 
unter den Gesichispunkten der Frey-Wysslingschen Haftpunkt- 
theorie und dem besonderen Einflu# anorganischer Ionen auf die Haft- 
punkte der Seitenketten benachbarter Eiweiffmicellen betrachtet. 

Je nach Art der Haftpunkte sind diese mehr oder weniger quellungs- 
empfindlich, wobei das Quellungsausmaf von dem_ unterschiedlichen 
Durchmesser der Ionen bzw. ihrer Hydratationsschicht abhangt. Ca++ ge- 
hért mit zu den Ionen, die eine groBe Hydratationsschicht besitzen. Mit 
seinem Eintritt in das Entoplasma lagert es sich an negative Seitenketten, 
um so die bereits vorhandene Solvat- bzw. Hydratationshiille der Kolloid- 
teilchen zu vergréBern. Das aber bedingt eine Quellung und zugleich 
Verfliissigung des Entoplasmas, die zunachst lichtmikroskopisch nicht ein- 
mal so sehr zum Ausdruck kommt, da das Ca++ andererseits durch Ver- 
breiterung des Plasmalemmas verfestigend auf die Oberflache wirkt. 
Das geht u. a. auch aus dem elektronenmikroskopischen Bild hervor, wo 
viele Tiere sich durch einen besonders breiten Randsaum auszeichnen 
(s. S. 23). Es muB angenommen werden, daB die bei den eigenen Versuchen 
ebenfalls beobachtete unterschiedliche Wirkung des Ca++, einmal Verfliissi- 
gung, das andere Mal Verfestigung, darauf beruht, daf Ca++ wahrschein- 
lich in vielen Fallen in gelartigen Begrenzungsschichten hauptvalent in 
das Eiweifgeriist eingebaut ist, wahrend es im entoplasmatischen Retiku- 
lum in erster Linie nebenvalent an die Seitenketten gebunden sein muf, 
bzw. wird es sich auf Grund der dauernden Stoffaufnahme der Zelle und 
nach entsprechend langer Einwirkungsdauer iiberhaupt nur noch im inter- 
micellaren Raum anreichern. Darauf deuten sehr die Heil brunnschen 
Befunde hin (Heilbrunn 1931, 1956). 

Eine Anreicherung von lonen mit grofem Hydratationsmantel mu 
aber schlieBlich zu einer Stérung der normalen Solvatverhaltnisse fiihren, 
die schlieBlich in Form von Entmischungserscheinungen und Gerinnungs- 
tendenzen im Entoplasma sichtbar werden. Tatsiachlich ist auch auf elek- 
tronenmikroskopischen Bildern solcher Amében, auf die Ca*+-10fach- 
Lésung langere Zeit einwirkte, zu sehen, da das ganze Entoplasma sehr 
stark von besonders groRen Vakuolen durchsetzt ist. wie es in ahnlicher, 
allerdings noch ausgepragterer Form nur nach Essigsaure-Einwirkung be- 
obachtet werden kann (vgl. Abb. 4a). Diese groRen Vakuolen diirfen als 
Ausdruck der bereits stark vorgeschrittenen Enimischungsprozesse gedeutet 

Protoplasma, Bd. XT.IX/1 3 
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werden. Auferdem setzt sich das Vakuolensystem, welches durch Winde 
von etwa gleicher Breite und Kontraststarke wie das Plasmalemma be- 
grenzt wird, stark einer Sol-Gel-Umwandlung entgegen. Es kommt 
somit zum Bewegungsstillstand und zur Abkugelung dieser .,Calcium- 
Amében“. 

Im Gegensatz zu der hydratisierenden Wirkung der Ca*+-lonen, die 
schlieBlich zur Entmischung fiihrt, laBt sich die Wirkung des Vitamins K 
durch eine Dehydratisierung erkliren. Sie scheint jedoch sehr schonend zu 
verlaufen, da die Amében zunichst nicht irreversibel geschadigt werden. 
Durch die Dehydratisierung kommt es zuerst in den peripheren Bezirken 
der Amébe zu einer starken Gelation und damit zu der iiberraschend 
groken Verbreiterung des Plasmalemmas. Es erfolgt also bis zu einem 
gewissen Grade eine starke Assoziation und wahrscheinlich Parallel- 
orientierung der angrenzenden entoplasmatischen, bisher mehr oder we- 
niger netzartig angeordneten EiweiBmicellen. Der iibrige entoplasmatische 
Bereich wird ebenfalls zur Assoziation und schlieBlich zu gerinnungsartigen 
Vorgingen veranlaBt, die das Bewegungsvermégen dieser Amében so sehr 
einschrinken, daf sie ebenfalls mit Bewegungsstillstand und schlieBlich 
mit Abkugelung antworten. Auffallig ist auBerdem, was auch fiir die de- 
hydratisierende Wirkung des Vitamins K spricht, daf im Entoplasma 
aller ..Vitamin-K-Amében* keine Vakuolenbildung zu erkennen ist, son- 
dern da das Entoplasma aus einem mehr oder weniger einheitlich zu- 
sammenhiangenden geriistartigen Gerinnungsnetz besteht (s. Abb. 6). 

In Ubereinstimmung mit der Tatsache. da das Plasma von Pflanzen, 
Protozoen und auch mehrzelligen Tieren die Fahigkeit zur Gerinnung 
besitzt (vgl. Heilbrunn 1956), ergaben damit unsere Versuche, dal 
Vitamin K ebenso wie bei Blutzellen auch bei dem Plasma von Amoeba 
proteus Gerinnungserscheinungen sowohl im Ekto- als auch Entoplasma 
auslést. Die Feststellung, daft Vitamin K auf das_,,undifferenzierte“ 
Plasma einer Amoébe grundsatzlich in gleicher Weise wie auf spezifische 
Zelltypen — wie z. B. die Blutzellen — einwirkt, fiihrt zu der Vermutung, 
da auch die hochspezialisierte Muskelzelle ebenso reagiert. Dies ware fiir 
die Vorstellung von besonderem Belang, die den Kontraktionsvorgang mit 
Gerinnungserscheinung der Muskelelemente in Verbindung bringt. In- 
zwischen durchgefiihrte Versuche am Skelett- und Herzmuskel vom Frosch, 
iiber die an anderer Stelle berichtet ist, haben diese Vermutung  be- 
statigen konnen (Gersch und Deuse 1957). 

Unter Beriicksichtigung der modernen Strukturtheorien einerseits und 
der besonderen Wirkung des Ca++ und des Vitamins K andererseits ergibt 
sich schlieBlich auch eine Méglichkeit der Erklarung des abweichenden 
Verhaltens der Amében nach gleichzeitiger Einwirkung beider Sub- 
stanzen. 

Wie bereits angefiihri, kommt es sowohl nach Vitamin K als auch nach 
langerer Calciumeinwirkung zur Abkugelung der Amében und zum Be- 
wegungsstillstand. Die submikroskopischen Verhiltnisse zeigen, daft dieses 
einmal auf eine Hydratation und gegebenenfalls eine Verfestigung der 
Oberflachenstrukturen, das andere Mal auf die starke Gelation des ge- 
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samten Plasmas zuriickgefiihrt werden muff. Die Kombination beider 
Substanzen hebt iiberraschenderweise diesen Effekt auf. Wie im experi- 
mentellen Teil bereits dargestellt wurde, erlangen die Amében ihre nor- 
male Bewegungsfahigkeit wieder. Eine Erklarung dieser Vorgange erschien 
zunachst nicht ohne weiteres méglich. 

Die Annahme, daf Vitamin-K- und Cat++-10fach-Lésung beim Zusam- 
mentreten eine Art Komplexbildung eingehen, die beide Faktoren gleich- 
zeitig unwirksam machen kénnte, kann aus chemischen Griinden weit- 
gehend ausgeschlossen werden. SchlieBlich war auch hier iiber das elek- 
tronenmikroskopische Bild eine Méglichkeit gegeben, diesen Sonderfall zu 
erkliren. Auf die Baueigenheiten des Plasmas einer nur mit Vitamin-K- 
und nur mit Cat+-10fach-Lésung behandelten Amébe wurde bereits im 
experimentellen Teil hingewiesen (s. S. 23 und 23). Bei gleichzeitiger Ein- 
wirkung beider Reagenzien findet offenbar, wie ein Vergleich elektronen- 
mikroskopischer Aufnahmen zeigt, eine véllige Umformung der Bausteine 
des entoplasmatischen Retikulums statt, die mit einer weitgehenden Aus- 
balancierung des vorher gestérten Wasserhaushaltes durch Ausgleich der 
beiden anfanglich vorhandenen Extreme verbunden sein muf. Eine Gegen- 
iiberstellung .Normalbild“ und ,,Cat+-Vitamin-K-Bild* lat deutlich den 
Ubergang des fibrillaren Grundgeriistes in dichte Einheiten von globularer 
bis granulirer Zusammensetzung erkennen (vgl. Abb. 8). Durch die Ver- 
dichtung bzw. Verkiirzung der Eiweiffibrillen zu vorwiegend kugeligen 
Teilchen muf die Zahl der Haftpunkte weitaus geringer sein als im Falle 
langer Eiweiffketten. Das aber bedeutet neben der vélligen Riickbildung 
aller bewegungshindernden Vakuolen und der Reduktion des Plasma- 
lemmas auf eine Minimalbreite eine Erniedrigung der Viskositat. Hierbei 
unterliegt es wohl keinem Zweifel, daf® alle Viskositatsinderungen Hand 
in Hand mit den Sol-Gel-Umwandlungen gehen und die graduellen Ab- 
stufungen und Viskositatsverschiedenheiten sowohl auf die Form als auch 
auf die Bindungsart der substrukturellen Bauelemente des Amében- 
plasmas zuriickgefiihrt werden miissen. Mit der Erniedrigung der Viskosi- 
tat erhéht sich auch das Bewegungsvermégen der Amoében. Auf die eben 
geschilderten Verhalinisse iibertragen heif®t das, daf die Vitamin-K-Cat+- 
Amodben somit ihren Starrezustand verlieren und ihr altes Flie8vermégen 
zuriickgewinnen. 

Trifft diese Interpretation zu. so ware die Schlu@folgerung zu ziehen, 
dal die Viskositat der Ca++-Vitamin-K-Amében niedriger als die normaler 
Amdoben sein muff. Um diesen fiir die Deutung nicht unwesentlich er- 
scheinenden Schluf experimentell zu priifen, wurde zunachst bei Normal- 
amében mittels der Zentrifuge festgestellt, bei welcher Tourenzahl und 
Zeitdauer eine Plasmaschichtung erreicht wird. Der Vergleich von zentri- 
fugierten Normalamében mit solchen, die 24 Std. mit Ca++-10fach-Lésung 
und anschlieBend 3—10 Minuten mit Vitamin-K-Lésung 1 : 1000 behandeli 
und bei denen die wieder einsetzende FlieBbewegung unmittelbar vor dem 
Zentrifugieren mikroskopisch kontrolliert worden war, ergab tatsachlich 
deutliche Unterschiede. Normalamében zeigten im allgemeinen nach 1 bis 
2 Minuten langem Zentrifugieren bei 1000 oder 2000 U/Min. kaum eine 
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Sonderung des Plasmas (Abb. 9b). Die ,,Ca*++-Vitamin-K-Amében“ da- 

gegen wiesen deutliche Sonderungserscheinungen auf (Abb. 9a). Dies 

deutet auf niedrige Viskositatsverhiltnisse hin und diirfte als Stiitze fiir 
die hier entwickelte Auf- 
fassung iiber den Einflu# 
von Ca++, Vitamin K sowie 
von beiden Faktioren zu- 
sammen auf das _ Proto- 
plasma gewertet werden. 

In diesem Zusammen- 
hang wurde auch die Frage 
einer eventuellen artifiziel- 
len Veranderung des Plas- 
mas als Folge der Fixations- 
wirkung der Osmiumsiure 
gepriift. Dies geschah ganz 
besonders im Falle der Ca++- 

Abb. 9a. Sonderung von Ekto- und Entoplasma Vitamin-K-Amében und un- 
bei Amoeba proteus nach Ca++-Vitamin-K-Be- ter  Beriicksichtigung der 
handlung durch Zentrifugieren 1000 U/Min. fiir Tatsache. daB die verschie- 
2 Min. denen Haftpunkt-Katego- 
rien je nach Art des Fixa- 
tionsmittels und der jeweiligen pH-Verhaltnisse infolge von oft recht tief- 
greifenden Veranderungen der ‘Tragerstrukturen und Fassaden mehr oder 
weniger stark angegriffen 
werden kénnen (Zeiger 
1949). 
Obwohl die Qualitat der 
Osmiumfixierung neuer- 
dings von Lehmann und 
Bairati (1956) angezwei- 
felt wird und diese nicht 
immer eine optimale Struk- 
turerhaltung garantieren 
soll, muff auf Grund der 
umfassenden Untersuchun- 
gen von Zeiger (1931, 
1949) und Bretschnei- 
der (1950, 1951) iiber die Abb. 9b. Unbehandelte Amoeba proteus, 2 Min. 
Wirkungsweise der Fixa- mit 1000 U/Min. zentrifugiert (Kontrolle). Infolge 
tionsmittel im Lichte der lhoher Viskositaét tritt hier keine Schichtung auf. 
Haftpunkttheorie nach wie 


vor die Osmiumsiaure als eines der Fixationsmittel angesehen werden, die 
das Strukturbild der Zelle am lebensahnlichsten erhalt. Auf Grund ihrer 
schonenden, gelatinierenden Fallungsweise bei vorziiglicher Erhaltung auch 
der feineren Plasmadifferenzierungen und ihrer Tendenz, bestimmte Haft- 
punktkategorien sogar zusatzlich zu festigen, darf angenommen werden, 
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da das im Leben vorhandene Strukturgefiige der .,Ca++-Vitamin-K- 
Amében“ auch nach der Fixierung weitgehend erhalten geblieben ist. 
Mit der Méglichkeit einer gewissen Verlagerung der speziell hier vor- 
handenen globuliaren Strukturen des Entoplasmas muf allerdings immer ge- 
rechnet werden, schon auf Grund der Tatsache, daf bei Sphirokolloiden 
langst nicht eine so enge Vernetzung wie bei den langfaserigen Linear- 
kolloiden gegeben ist. 

Zur Frage des Plasmafeinbaues liegen fiir Amoeba proteus elektronen- 
mikroskopische Untersuchungen von Bairati und Lehmann (1951, 
1953) sowie Lehmann, Manni und Geiger (1956) vor. Diese Au- 
toren wiesen nach, dafi das Hyaloplasma neben Vakuolen ein Netzwerk 
mit eingestreuten Granula aufweist, wie wir das ebenfalls feststellen 
konnten. Hinsichtlich des Aufbaues des Plasmalemmas von Amoeba pro- 
teus wird die Auffassung verireten, da es mindesitens zweischichtig ist. 
Allerdings lie® sich dies nur nach der von den Autoren angegebenen Vor- 
behandlung mit Versene und essigsadurehaltigen Fixiergemischen dar- 
stellen. Trotz verschiedenartiger Fixierung konnten wir bei unseren elek- 
tronenmikroskopischen Untersuchungen in keinem Falle das gleiche be- 
obachien. Auffallig ist dabei, daB selbst nach Behandlung mit Vitamin K 
trotz der dadurch erzielten vielfachen Verbreiterung des Ektoplasmasaumes 
ebenfalls nur ein einheitliches Gefiige in Erscheinung trat. 

Beriicksichtigt man im iibrigen, da® die plasmatischen Bausteine des 
lebenden Organismus eine sehr strenge gesetzmafige Anordnung haben 
miissen, daf die Eiwei&molekiile im Leben wahrscheinlich ihre gréBte 
Dispersitaét haben (Bretschneider 1950) und iiberpriift man dann den 
von Bairati und Lehmann (1956) dargestellten Feinbau des Plasma- 
lemmas von Amoeba proteus, so erscheinen die Feinstrukturen hier trotz 
Versene-Anwendung auferordentlich vergrébert. Es ist daher eine Frage 
fiir sich, inwieweit sie wirklich noch den natiirlichen Verhaltnissen ent- 
sprechen. Auf eine eingehendere Diskussion soll daher verzichtet werden. 

Auch iiber den Feinbau der Kernmembran von Amoeba proteus liegen 
mehrere Arbeiten vor (Harries und James 1952; Bairati und 
Lehmann 1952; Greider, Kostir und Frajola 1956; Anderson 
und Beams 1956). Bairati und Lehmann sowie Harries und 
James stellten u. a. fest, daB sich die Kernmembran aus zwei Schichiten 
aufbaut. Einer kontinuierlichen, strukturlosen Aufenschicht und einer von 
Poren durchbrochenen Innenschicht. Diesem Befund stehen die Unter- 
suchungen von Greider und Mitarbeitern sowie von Anderson und 
Beams gegeniiber, die an Diinnstschnitten zeigen konnten, da auch die 
AuRenschicht von sehr feinen annulusartigen Poren durchsetzt wird. Auf 
Grund der eigenen mikroskopischen Aufnahmen, wo verschiedentlich auch 
der Zellkern angeschnitten wurde, war es uns méglich, den gleichen Fein- 
bau zu beobachten und damit diese Befunde erneut zu bestatigen. 

Aus den Versuchen mit Vitamin K bei anschliefender Farbung mit 
Acridinorange ergeben sich schlieBlich auch einige Hinweise zum Verhalten 
des Kerns. Bisher liegen nur wenige iiberzeugende Befunde iiber Ver- 
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anderungen der Viskositat des Karyoplasmas in Beziehung zur Vitalitit 
der Zelle vor (vgl. Milovidov 1949), Vitamin K verursacht nicht nur 
Gerinnung des Cytoplasmas, sondern auch des Karyoplasmas. 


Zusammenfassung 


1. Ausgehend von den schon langer bekannten Befunden iiber die Ein- 
wirkung von ein- und zweiwertigen anorganischen Kationen auf das 
Plasma von Amoeba proteus wurde der Einflu#® des gerinnungshemmenden 
Chemotherapeutikums Germanin (Bayer 205) und des gerinnungsférdern- 
den Vitamins K (a-Phyllochinon) sowie die Kombination verschiedener 
Stoffgruppen untersucht. 

2. Germanin iibt eine deutliche Schutzwirkung auf die Plasmaeiweife 
aus, die gegeniiber Farbstoffen, anorganischen Salzen und Vitamin K licht- 
optisch nachzuweisen war sowie elektronenmikroskopisch am Feinbau des 
Plasmas bestatigt werden konnte. 

3. Vitamin K wirkt ahnlich wie bei der Blutgerinnung auch auf das 
Plasma der Amében. Die gerinnungsférdernde Wirkung bezieht sich nicht 
nur auf das Cyto-, sondern auch auf das Karyoplasma. Mit Hilfe des 
Elektronenmikroskops wurde dabei besonders Verbreiterung des Ekto- 
plasmas festgestellt. 

4. Lichtoptisch und elektronenmikroskopisch wurde weiterhin untersucht, 
wie das Plasma durch folgende Kombinationen der angewandten Sub- 
stanzen beeinfluBt wird: Cat+-10fach-Kulturlésung und 0,5%iges Germanin; 
0.5% iges Germanin und 0,1 %iges Vitamin K; Ca+t+-10fach-Kulturlésung bzw. 
Mg*++-10fach-Kulturlésung und 0,1%iges Vitamin K. Bemerkenswert ist hier- 
von in erster Linie das Verhalten der Amében nach Anwendung von Vit- 
amin K und Ca++-10fach-Lésung. Enigegen der Erwartung zeigte sich, daB 
die durch Cat+-lonen verursachte Plasmafallung durch das Vitamin K auf- 
gehoben. wie umgekehrt in etwas schwicherem Ausmak die durch Vit- 
amin K erzielte Plasmagerinnung durch Ca+t+t-lonen kompensiert wird. 

5. Aus den experimentellen Ergebnissen und den elektronenmikro- 
skopischen Untersuchungen werden Vorstellungen iiber die Beeinflussung 
des submikroskopischen Gefiiges des Plasmaretikulums entwickelt. 

Unter Beriicksichtigung der modernen Strukiurtheorien und der be- 
sonderen chemisch-physikalischen Eigenschaften der lonen ist es weit- 
gehend méglich, die teils sehr unterschiedlichen Wirkungen der einzelnen 
Stoffe einheitlich zu deuten. 
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I. Zur Methode der elektrochemischen Sauerstoffbestimmung 


1. Literaturiibersicht 


Die elekirochemische Sauerstoffbestimmung ist seit den Arbeiten von 
Todt und Teske, Windisch, Heumann und Goslich (1952, 
1953) auch wiederholt zu Messungen an biologischen Objekten herange- 
zogen worden. Bei der Photosynthese kénnen Damaschke, Tédt, 
Burk und Warburg (1953) die von Warburg mit der manometri- 
schen Methode gewonnenen Erkenntnisse iiber den Energiezyklus be- 
stitigen und erweitern. Uber weitere elektrochemische Sauerstoffmessungen 
bei der Photosynthese berichten dann T 6dt, Damaschke und Roth- 
biihr (1954); Damaschke, Rothbiihr und T édt (1955a) sowie Da- 
maschke und Rothbiihr (1955). Unter Verwendung der gleichen 
Methode untersuchten Damaschke, Rothbiihr und Tédt (1955b) 
den Einflu& von Giften auf den Stoffwechsel bei Chlorella, Ewald und 
Bruchmann (1953) die Wirkung von Azid und Jodacetat auf die 
Atmung von Hefeund Tédt, Lenschau, Neudert und Junkmann 
(1954) bakteriologische Stoffwechselvorgange. Elektrochemische Atmungs- 
messungen an Hefe werden ferner von Todt, Leschber und Tarnow 
(1954) beschrieben. Enzymatische Oxydationen verfolgen mit der Methode 
Schenck und Berg (1954). Uber die Méglichkeit einer gleichzeitigen Ver- 
wendung der Kathode als Vibrationsriihrer berichtet Kiister (1955 a). 
Hier werden auch zum erstenmal elektrochemische Sauerstoffmessungen an 
Gewebeschnitten héherer Pflanzen beschrieben. In einer weiteren Arbeit 
kann Kiister (1955b) iiber eine von ihm nea entwickelte Anode be- 
richten. Zusammenfassende Darsiellungen geben Damaschke, Roth- 
biihr und Tédt (1955¢) sowie T6dt (1955). 
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Diesen bisher zitierten Arbeiten, die eine positive Stellungnahme im 
Hinblick auf die Méglichkeit einer elektrochemischen Sauerstoffbestimmung 
(soweit eine Stellungnahme erfolgt) beziehen, steht ein Zitat von W ar- 
burg und Krippahl (1954) entgegen, in dem festgestellt wird: ,,Die 
elektrochemische Methode nach Tédt ... hat sich in unseren Hianden nicht 
bewahrt.“ 


2. Apparatur und Methode 


Fiir die Untersuchungen wurde die Elementkombination Eisen-Platin gewahlt. 
Diese Zusammensiellung ist besonders durch ihre Unbedenklichkeit in physio- 
logischer Hinsicht ausgezeichnet (Kiister 1955a). Um Sauerstoffkonzentrationen 
im Bereich zwischen dem Luftsattigungswert einer wisserigen Lésung und niedrig- 
sten Gehalten erfassen zu kénnen, benétigt man als Mefkathode eine Mikro- 
elektrode mit der Oberflache zwischen 0,03 und 0,05cm? (Tédt, Damaschke 
und Rothbiihr 1954). Das als Kathode benutzte Platinblech hatte eine Oberflache 
von 0,04cm? und die Eisenanode von 3,7 cm?. Als Anodenmaterial kam GuBeisen 
hohen Kohlenstoffgehalts zur Verwendung’. Die Anode war vom eigentlichen 
Mefraum durch ein Tondiaphragma getrennt und befand sich in einer gesiattigten 
KCl-Lésung. 

Der Inhalt des Elektrodengeféfes betrug 370ml. Es war mit sechs Schliff- 
ansatzen versehen. Fiinf Ansadtze (NS 14,5) dienten zur Aufnahme der Kathode, 
der Anode, eines Thermometers, einer Eichbiiretite sowie eines Ablaufhahnes. Der 
sechste Schliffansatz, in der GefaRmitte, war als Zugabeéffnung fiir das zu unter- 
suchende Material vorgesehen. 

Das Platinblech der Mefelektrode reichte bis in die Nihe des Gefafbodens, 
d.h. in die Zone der intensivsten Riihrung, denn die Durchmischung der Lésung 
erfolgte mit einem in Glas eingeschmolzenem Metallstaibchen, welches durch ein 
unter dem Gefaf befindlichen Magnetwerk gedreht wurde. 

Schwankungen der Netzspannung waren von Einflu& auf die Drehzahl, Um 
dadurch hervorgerufene Anderungen in der Stromanzeige auszuschalten, mufte 
mit maximaler Geschwindigkeit geriihrt werden. Bei den hohen Umdrehungs- 
geschwindigkeiten kam aber das Riihrstabchen leicht aus dem ,,Tritt“. Unter 
Zuhilfenahme eines kleinen Kunstgriffes konnte dies jedoch verhindert werden. 
Das Glasrohr des Riihrstabchens wurde in der Mitte zu einer kleinen Kugel auf- 
geblasen und gab so dem Stibchen Kreiselgestalt.. Jetzt war es méglich, auch 
die gréRten Umdrehungszahlen des Riihrers auszunutzen. Fiir die Stromanzeige 
konnte so eine maximale Riihrung erzielt werden, und kleine Schwankungen der 
Drehzahl blieben ohne Einflu® auf die Stromanzeige. Das Elektrodengefaf stand 
in einem oben offenen Glasgefa& und wurde nach dem Uberlaufprinzip mit der 
Thermostatenfliissigkeit (Aqua dest.) von einem Ultrathermostaten (Héppler) um- 
spilt. Die Messungen wurden mit einem Zeiger- und mit einem Multiflexgalvano- 
meter durchgefiihrt. 

Als Meflésung kam eine 0,02 mol Phosphatpufferlésung mit pH 7,2 in doppelt 
glasdestilliertem Wasser zur Verwendung. Nach Tédt (1955) treten bei Verwen- 
dung der Eisen-Platin-Kombination bereits unterhalb von pH 6 zusatzliche Stréme 
(Wasserstoffstréme) auf. Die Benutzung von doppelt glasdestilliertem Wasser 
ist erforderlich, da sich in einfach destilliertem Wasser — destilliert iiber Kupfer- 


1 Das GuBeisen stellte dankenswerterweise Herr Prof. Dr. Tédt zur Ver- 
fiigung. ’ 
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gefaée — Kupferionen befinden. Diese wiirden sich an der Platinoberfliache als 
Kupfer abscheiden, dadurch die Oberflaiche verkleinern und zu einer Vermin- 
derung der Stromstirke fiihren. Die Meflisung wurde taglich frisch angesetzt. 


3. Inkonstanz des Ruhestroms 


Beschickte man das Gefaéf mit luftgesattigter MeRlésung, so verlief die Strom- 
anzeige derart, daf die anfanglich hohen Stromwerte abklangen und nach etwa 
20 Minuten einen geringen, fast konstanten Abfall erreichten. Tédt fiihrt die 
anfinglich hohen Stréme auf eine 
Bedeckung der Platinoberfliche mit 
Sauerstoff zuriick. Dieser Sauerstoff- Il 
tiberschu8 muf erst nach Schliefen 
des Stromkreises durch die nun ein- 
setzende Reduktion beseitigt werden. 
SchlieRt man das Element schon vor 
der Messung kurz, so kann eine 
Sauerstoffanreicherung verhindert 
werden. Die Aufbewahrung der 
Elektroden erfolgte daher in Puffer- 
lésung, wobei die Elemente stets 
kurz geschlossen wurden. 

Da die Temperatur von Einfluf 
auf die Stromstirke ist — nach 
To6dt erhéhen sich die Stromwerie 
pro Grad Temperatursteigerung um 
2—3%, dies konnte bestatigt wer- 
den —, wurde der 20 Minuten nach 
Inbetriebnahme der Apparatur bei 
offenem Elektrodengefé& und nun 
konstanter Temperatur (+ 0,05°C) 
erhalitene Strom als Ausgangswert 
fiir simtliche Messungen genommen. 
Die Stromstarke zu diesem Zeitpunkt 
wurde mit der Bezeichnung Aus- 
gangsstrom belegt. Von dem Aus- 
druck Luftsattigungswert ist bewuft 
Abstand genommen worden. 

Wider Erwarien blieb der Aus- : 1 : 7 T : 
gangsstrom nicht konstant, sondern 4 12 16 20 wA/min 
fiel weiterhin ab. Mit den verschie- Abb. 1. I = Ejichkurve (siehe Text). II = 
densten Mitteln, wie Wechsel der  .,Atmungskurve“ einer Hefesuspension von 
Platin- sowie Eisenelektrode, Wahl der Dichte 1 - 10‘Zellen/mm® bei einer Tem- 
einer anderen Meflésung, Einleiten peratur von 25°C, pH 7,2 und 1% Glucose- 
von Luft in die Lésung wahrend der gehalt. 

Messung, intermittierendes Ablesen 

(vgl. Tédt, Lenschau, Neudert und Junkmann 1954), wurde versucht, 
einen konstanten Ruhestrom zu erhalten. Dies gelang in keinem Fall, immer mufte 
eine Abnahme der Amperewerte registriert werden. 

Nachdem sidmtliche Versuche in dieser Richtung scheiterten,; sind zahlreiche 
Messungen angestellt worden, um die Griinde fiir dieses Verhalien aufzuzeigen 
und eventuell an Hand genauerer Daten zu einer rechnerischen Elimination zu 
kommen. Dies gelang nicht. 
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4. Eichung 


Die Eichung erfolgte nach dem Prinzip der Zugabemethode (Tédt, Da- 
maschke und Rothbiihr 1954). Nach Desoxygenierung der Lisung werden 
durch ZuflieRenlassen genau dosierter Mengen luftgesittigter Lésung die einzelnen 
Eichpunkte festgelegt. 

Ebenso wie bei K iister (1955 a) ergaben sich schwach gekriimmte Eichkurven. 
Daher war eine gréfere Zahl von Eichpunkten erforderlich, Die zugegebene 
Lésungsmenge blieb aber dadurch nicht mehr klein im Verhiltnis zum GefaB- 
inhalt, so daf& als Korrektur die jeweils verdrangie Fliissigkeitsmenge beriick- 
sichtigt werden mufte. Die korrigierten Werte der einzelnen Stufen wurden nach 
der von Kiister abgeleiteten Formel berechnet. Abb.1 gibt den Verlauf einer 
so gewonnenen Eichkurve wieder. Auferdem ist hier der Sauerstoffverbrauch 
einer Backerhefe von der Suspensionsdichte 1-10 Zellen/mm’ dargestellt. Die 
Temperatur betrug 25,0°C, die Menge der zugesetzten Glucose 1% (bezogen auf 
den GefaB8inhalt). 


5. Inkonstanz der Kontrollversuche 


Bei der Aufstellung der Eichkurven sind fiir die “A-Werte bestimmte Sauer- 
stoffkonzentrationen ermittelt und dann fiir die bei der Sauerstoffmessung fest- 
gestellten Galvanometerwerte eingesetzt worden. Der Blindabfall fand dabei 
keine Beriicksichtigung. Will man die notwendigen Korrekturen in Rechnung 
stellen, so muf man auferdem priifen, ob die zur Messung verwendeten Objekte 

neben dem Sauerstoffverbrauch 
Tab. 1. Abfall der Stromstarke in «A nach 1 Mi- eine zusatzliche Anderung der 
nute in Prozenten vom Ausgangsstrom bei Zu- 5ttomwerte hervorrufen, 
gabe von 400mg toter Hefe. Diese Menge ent- In entsprechenden Kontroll- 
spricht einer Suspensionsdichte von 1-10‘ Zel- versuchen — Sauerstoffbe- 
len/mm?. Temperatur 25° C. stimmung wurde unter gleichen 
Bedingungen der Stromabfall 
GefaB offen und beliiftet |  GefaB verschlossen einer Suspension toter Hefe- 
1 zellen untersucht, Das Abtéten 
20,6 + 0,89 | 20,0 + 0,70 der Hefe geschah durch Er- 
hitzen (15 Minuten auf 100° C) 
auf dem Wasserbad. (Vergiften der Zellen durch KCN erwies sich als unvorteilhaft, 
da dabei die Platinelektrode inaktiviert wurde.) Nach dem Abkiihlen wurde die 
Hefe zentrifugiert, neu in Pufferlésung suspendiert, nochmals abzentrifugiert 
und zur Messung verwendet. 

Kontrollversuche belegen, da bei Anwesenheit nicht atmender Hefezellen 
eine stirkere Stromabnahme zu verzeichnen ist als bei einer Blindmessung ohne 
Organismen. 

Die Feststellung der genauen Anderung der Amperewerte geschah in zwei 
MeBreihen von je zehn Versuchen. Wie aus Tab.1 ersichtlich, ist der Stromriick- 
gang unabhaingig davon, ob das Geféf verschlossen oder offen ist und beliiftet 
wird. Gegeniiber den Blindmessungen hat sich die prozentuale Stromabnahme 
verdoppelt. 

Im Gegensatz zu den Blindversuchen ohne Organismen war es hier nicht 
méglich, durch Neufiillen des Elektrodengefifes mit reiner Lésung wieder den 
alten Ausgangsstromwert zu erreichen. Von Versuch zu Versuch fiel der Aus- 
gangsstrom merklich ab, wie Tab.2 zu entnehmen ist. Die verminderten Ampere- 
werte konnten nur durch Reinigen der Elektroden und des Diaphragmas wieder 
erhéht werden. (Bei den Blindversuchen war eine Reinigung des Diaphragmas 
nicht notwendig.) 
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Tab. 2. Ausgangsstrommerte einzelner aufeinanderfolgender Kontrollversuche 
(tote Hefe). 


Versuchs-Nr., 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 


Stromstirke in uA 188 180 17,4: 17,5: 170° 16,7 162 459°, 94. 


6. Einflu& von Farbstoffen auf den MeRvorgang 


Im Hinblick auf die biologische Fragestellung war es von Interesse, den Ein- 
flu& von Farbstoffen auf die elektrochemische Messung zu priifen. Zwei Versuchs- 
reihen sollten dariiber Aufschluf geben: 

1. Zugabe von 37mg Farbstoff (das entspricht einer Farbstoffkonzentration 
von 1: 10.000), 

2. Zugabe von 37 mg Farbstoff und 400 mg abgetiteter Hefe. 

Wiederum wurden die Anderungen der Stromstirke nach einer Stunde in 
Prozentem vom Ausgangsstrom gemessen. In Tab.3 sind die Ergebnisse zusammen- 
gestellt. Bei Durchsicht der Versuchsreihen ist die betrachtliche Streuung der ein- 
zelnen Werte auffallend. (Die Angabe der mittleren Fehler der Mittelwerte unter- 
blieb, denn sie hatte hier keinen aussagenden Wert.) 

Bei den Farbstoffen Nilblau A, Methylenblau, Acridinorange, Neutralrot, Ery- 
throsin, Orange G und Saurefuchsin lag eine deutliche Anfarbung des Diaphragmas 
vor. Die Verschiebung der Ausgangsstromwerte von Versuch zu Versuch ist hier zum 
Teil recht betriachtlich gewesen. Bei Methylenblau z.B. betrug sie iiber 30%. Um 
die unter dem Einflu& der Farbstoffe gering gewordene Stromanzeige riickgangig 
zu machen, mute neben den Elektroden besonders das Diaphragma gereinigt 
werden. Dies war haufig ohne die Verwendung von Saure, gar nicht méglich. 

Von einigen noch zu beschreibenden Sauerstoffmessungen soll hier schon fol- 
gendes mitgeteilt werden: Die Sauerstoffbestimmung wurde abgebrochen, als bei 
niedrigsten Stromwerten keine Verschiebung der Amperewerte mehr eintrat. 
Diese Endstromwerte waren sehr gering, sie lagen bei etwa 0,2“A. Alle Versuche 
hatten derartig geringe Endamperewerte. Eine Ausnahme bildeten nur die mit 
Neutralrot durchgefiihrten Messungen. Hier wurden Endwerte zwischen 0,8 und 
1,2uA gefunden. Den Reststrom durch Einleiten von Stickstoff herabzudriicken 
gelang ebenfalls nicht. Im Gegenteil, bei einer mit Stickstoff desoxygenierten 
Lésung mit geringem Reststrom (0,2 A) erfolgte nach Zugabe von Neutralrot 
ein Anstieg der Galvanometerwerte auf 0,8—1,2 A. 


7. Besprechung der Ergebnisse 


Aus den Versuchen iiber die Inkonstanz des Ruhestroms darf man schliefen, 
daf die Abnahme der Stromwerte nicht auf einer Anderung des Luftsattigungs- 
wertes beruht. Der Luftsattigungswert ist natiirlich abhangig von barometrischen 
Schwankungen. Doch der immer wieder zu beobachtende Abfall (niemals ein An- 
stieg!) verbietet die Annahme, barometrische Druckverschiebungen fiir die Inkon- 
stanz verantwortlich zu machen. Auch bliebe die Messung bei verschlossenem 
Elektrodengefa& unabhangig von solchen Anderungen, trotzdem trat auch in 
diesem Fall eine Abnahme der Galvanometerwerte ein. 

Denkbar ware weiter, da& durch das Einfiillen der Lésung in das Gefa& eine 
Ubersattigung mit Sauerstoff eintritt (durch das Giefen intensive Mischwirkung). 
Eine solche Ubersiattigung mii&te aber bei den Versuchen, bei denen Luft durch 
die Liésung geleitet wurde, aufrechterhalten bleiben. Diese Annahme ist also gleich- 
falls nicht zutreffend. 





Tab. 3a. Abfall der Stromstérke nach 1 Stunde in Pri 


| | Siure- | | it 
Brillant- |Rhodamin) Berberin- | Orange G | fuchsin Erythro- | Toluidin- | } 
grin | B sulfat | (stand. | (stand sin blaun | 
(Griibler) | (Merck) | (Merck) | Bayer) | “| (Griibler) | (Merck) 
| | Bayer) | 
| | | | 
17,4 oN ls | 96. WR a 16,9 | 52,2 


20,0 23,2 17,3 | 16,2 of 16,3 | 47,1 
19,1 21,4 18,1 15,2 13,3 | 45,0 
16,9 20,4 26,4 | 6,9 , 17,7 56,1 
12,5 13,0 23,2 | 12,2 | 14,4 44,2 
17,5 16,0 ie.) ot 25 18,6 55,3 
41,0: |: 97,0 29:3. £32 ee ee 53,1 
11,4 | 20,9 17,9 27,9 | | 18,5 | 47,6 
19,0 | 21,2 13,0 (By 24,4 40,1 
29,4 9,4 | 11,8 | 17,6 38,4 


M= 17,4 2 | 17,8 13,2 | 17,5 47,9 


Tab. 3b. Abfall der Stromstérke nach 1 Stunde in Prozenten vo 
| | | | 


| 5 | 

Brillant- |Rhodamin) Berberin- Orange G | Peed | Erythro- | Toluidin- | ] 
grin | B | sulfat | (stand. | | gin blau | 
| 
| 
| 


"3 | | (stand. |. 
(Griibler)| (Merck) | (Merck) | Bayer) | | (Griibler) | (Merck) 
| Bayer) | 


23,7 | 21,4 24,9 | 32,0 | 21,2 | 16,5 


33,8 


24,8 | 21,0 26,5 | 30,8 | 20,5 | 16,2 


54,0 


| 

| 

33,8 | 24,0 | 25,7 | 36,6 | 24,2 | 19,4 | 46,9 
25,9 | 19,3 | 32,6 | 30,0 | 27,5 | 21,0 | 39,7 
133 | 186 | 245 | 31,5 | 40,0 | 181 | 31,8 
26,2 | 21,6 | 32,8 | 269 | 19,3 | 13,3 | 62,6 
18,5 | 24,9 | 35,6 | 17,7 | 142 | 17,8 | 60,4 
19,8 | 20,6 | 181 | 30,3 | 23,9 | 18,4 | 54,1 
19,5 | 20,8 | 22,3 | 158 | 24,5 | 20,0 | 64,0 
17,7 | 10,5 | 26,6 | 20,0 | 30,5 | 20,3 | 36,0 


22,4 | 20,0 | 27,0 | 27,2 | 24,6 | 18,1 | 48,3 





n Prozenten vom Ausgangsstrom. Zugabe von 32mg Farbstoff. 
| | ] 1 7 ’ 


| 
din- | Nilblau A | Methylen-| Acridin- 


igo- | Neutral- 
Indigo eutral : _ | Methyl- 
tetra- rot Eosin Karmin 
u (stand. blau | orange 
ck) Bayer) (Merck) | (Merck) 


| (stand. - M | Orange 
at | See || Oe es 
25,2 | 838 | 330 | 118 | 226 | 61 | 335 | 97 
33,7 | 62,4 | 29,0 | 11,9 | 19,8 | 10,3 | 263 | 17,7 
20,1 | 81,0 | 30,8 | 12,3 | 262 | 9,4 | 349 | 15,0 
26,7 | 72,2 | 31,8 | 15,5 | 165 | 9,9 | 17,2 | 21,6 
26,6 | 67,4 | 33,4 | 11,4 | 26,7 | 12,7 | 23,7 | 18,6 
-23,2 | 78,6 | 24,4 | 102 | 26,9 | 14,2 | 34,2 7,6 
21,1 | 72,0 | 23,5 | 10,9 | 12,8 | 196 | 18,5 | 20,2 
24,3 | 80,3 | 24,5 | 134 | 100 | 9,8 | 33,9 | 266 
26,0 | 65,4 | 24,2 9,0 | 263 | 10,2 | 15,6 | 38,4 
28,6 | 66,8 | 30,9 8,5 | 25,6 | 10,6 | 21,4 | 13,6 


re Oe wt Se Oo bo 


© 


l | | } 
25,6 | 72,9 | 28,6 | 21,2 11,3 | 25,8 18,8 


n vom Ausgangsstrom. Zugabe von 400 mg toter Hefe und 32 mg Farbstoff. 


| | | ¥ 
din- | Nilblau A | | Methylen-| Acridin- - | | Neutral- ies . 
| tetra- | rot | Eosin Karmin 
| | (stand. bien | pee | sulfonat | (stand. | (Griibler) | (Merck) 
| Bayer) | Glerck) | (Merck) | | (Merck) | Bayer) 


| Methyl- 
orange 
(Griibler) 


30,1 13,8 
33,6 24,3 
31,0 24,0 


| | 
29,7 | 90,4 | 35,6 18,6 | 21,7 | 19,7 
| | 


28,2 
21,4 | 69,6 | 38,0 | 19,6 20,4 
31,5 | 88,6 | 32,2 | 21,2 | 24,2 | 27,2 | 23,7 | 10,9 
21,6 | 92,1 | 22,4 | 22,0 | 29,8 | 158 | 281 | 20,8 


79,9 | 281 | 21,3 | 24,9 | 
| 
23,6 | 63,0 | 44,0 | 19,8 | 24, | 31,8 | 16,5 
| | | 
| 


J 


30,8 | 75,9 | 37,4 | 17,3 | 22, 220 | 27,0 | 10,3 
16,1 | 76,8 | 32, 21,0 | 26, 22,8 | 226 | 15,2 
34,1 | 85,4 | 34,2 2,6 | 16,6 | 22,7 | 17,0 | 32,0 

67,7 | | 35,1 | 10,3 


79,0 28,0 17,8 
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Auch eine Sauerstoffzehrung (Sauerstoffverbrauch durch den Meftvorgang) kann 
nicht der Grund fiir den Stromabfall sein, denn errechnet man nach dem 
2. Faradayschen Gesetz den Sauerstoffumsatz, so erhalt man folgendes Resultat: 
Ein Strom von 20A fiihrt in einer Stunde zu einem Sauerstoffverbrauch, der 
weniger als 0,2% (bezogen auf den Gesamigehalt des Sauerstoffs der verwendeten 
Lésungsmenge) betrigt. Tédt, Lenschau, Neudert und Junkmann 
(1954) geben in einer graphischen Darstellung die Anderung des Sauerstoffgehaltes 
durch ,,Zehrung“ wieder. Diese ist bei kontinuierlicher Ablesung innerhalb der 
ersten 4 Stunden recht betrichtlich. Ob es sich aber dabei um wirkliche Sauerstoff- 
konzentrationsinderungen handelt, ist nicht klar ersichtlich; denn Tédt und 
Mitarb. verstehen unter Zehrung mehr als nur den durch den Meftvorgang 
bedingten Sauerstoffverbrauch. Sie aufern die Vermutung, daft es infolge von 
Verinderungen der Elektrodenoberfliche zu einem Stromabfall kommen kann. 


Tab. 4. Meftabelle 1 aus Tédt, Teske, Windisch, Heumann und 
Goslich (1952). 


100mg Unterhefe Z in 2%iger Zuckerphosphatlésung, bei einem pH von 5,5 
gemessen, nach vorheriger Benzpyrenbehandlung und anschlieRender UV-Bestrah- 
lung von 32 Minuten Dauer; Substratmenge etwa 200 ml. 


Zeit Gemessene Mikroampere mg Oz: je Liter 


12,00 22,0 7,4 
12,15 16.3 5,4 
12,45 15,3 5,1 
12,30 14,7 4,8 
13,00 14,4 4,9 


Das bedeutet aber, daf Strominderungen unabhangig von Sauerstoffanderungen 
bestehen. Eine Bestatigung dieser Vermutung ist durch die im einzelnen beschrie- 
benen Versuche erbracht worden. 

Uber die Griinde fiir die Inkonstanz kann nur wenig gesagt werden. Es sind 
in Betracht zu ziehen: 1. eine Veranderung der Elektrodenoberfliche und 2. wahr- 
scheinlich eine Verainderung der Lésung durch den Mefivorgang, denn nur so laft 
es sich erkliren, daf der Ausgangsstrom lediglich dann reproduziert werden kann, 
wenn das Elektrodengefa@ mit einer noch nicht zur Messung verwendeten Lésung 
beschickt wird. 

Zu den Beobachtungen bei den Kontrollversuchen findet sich in der Literatur 
ein Hinweis mit ahnlichen Ergebnissen. Todt, Teske, Windisch, Heu- 
mann und Goslich (1952) veréffentlichen die in Tab.4 wiedergegebene Mef- 
tabelle 1. 

Als Erlauterung schreiben Tédt und Mitarb. dazu: ,Aus der vorstehenden 
MeBtabelle 1 ist ersichtlich, daf sich nach anfianglich stirkerer Stromabnahme ein 
konstanter Galvanometerwert einstellt, woraus zu entnehmen ist, da& kein bio- 
logischer O,-Verbrauch stattfindet, da die mit Benzpyren behandelte und an- 
schlieRend 32 Minuten lang mit UV bestrahlte Hefe abgetitet ist, was durch gleich- 
zeitig von H. Kriegel vorgenommene Plattenkultivierungen insofern bestitigt 
werden konnte, als unter diesen Umstinden kein Zellwachstum mehr festzustellen 
war. Das Absinken der Mefiwerte bei Versuchsbeginn ist vielleicht so zu erklaren, 
daf anfiangliche Bewegungs- und Sedimentationseffekte (Bedeckung der Kathode 
mit Organismen) zundchst den Strom vermindern.* 

Bei genauer Betrachtung der Mefreihen erheben sich jedoch Zweifel, ob man 
die Ansicht teilen kann, ein konstanter Galvanometerwert stelle sich ein. Das Ab- 
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sinken des Stroms durch Bewegungs- und Sedimentationseffekie zu erkliren, be- 
deutet, da® man auf die Annahme einer Sauerstoffkonzentrationsinderung ver- 
zichtet, so daf sich die Angaben ,,mg O, je Liter“ eriibrigen. 

Vergleicht man den von Tédt und Mitarb. beschriebenen Stromabfall mit 
den Messungen der Kontrollversuche, so ist die weitestgehende Ubereinstimmung 
der Werte auffillig. Vor allen Dingen bestitigen die Messungen die Vermutung, 
daf® der Stromriickgang unabhingig von Sauerstoffumsetzungen ist. Allein die 
Anwesenheit von Organismen fiihrt eine Strominderung herbei. 

Da sich die Ausgangsstromwerte einer Versuchsreihe allmiéhlich verschieben 
und dies nur durch eine zusatzliche Reinigung des Diaphragmas aufgehoben 
werden kann, muf neben der von Tédt und Mitarb. in Erwagung gezogenen 
Stérung an der Kathode auch mit einer Verunreinigung des Diaphragmas (Er- 
héhung des Widerstandes) gerechnet werden. 

Bei den Farbstoffen Nilblau A, Methylenblau, Acridinorange, Neutralrot, Ery- 
throsin, OrangeG und Saurefuchsin ist durch die intensive Anfarbung des Ton- 
diaphragmas eine solche Stérung deutlich nachweisbar (Tab.3), Es mu angenom- 
men werden, daf das Eindringen der Farbstoffe in die Poren des Diaphragmas 
eine Erhéhung des Widerstandes bewirkt und dadurch eine Stromabnahme 
hervorruft. Die auffallend starke Streuung der einzelnen Versuche kann wohl 
dadurch erklart werden, daf sich durch das Reinigen der Elektroden und des 
Diaphragmas nicht gleiche Ausgangsbedingungen reproduzieren lassen. 

Eine kathodische Stérung rief der Farbstoff Neutralrot hervor. Sein Einflu& 
auf die elektrochemische Messung gibt sich durch zwei verschiedene Wirkungen 
zu erkennen, und zwar durch eine Abnahme und durch eine Erhéhung des Stroms. 
Der Siromabfall macht sich im Bereich des Ausgangsstroms bemerkbar (Anfiarben 
des Diaphragmas, Erhéhung des Widerstandes). Die Zunahme der Amperewerte 
dagegen gibt sich erst in niedrigsten Strombereichen zu erkennen. Hier ist es durch 
Desoxygenierung (Verdrangen des Sauerstoffs durch Stickstoff) nicht méglich, 
den normalerweise erzieliten niedrigen Reststrom zu erhalten. Bei Anwesenheit von 
Neutralrot liefert das Element einen erhéhten Strom. 

Die Inkonstanz des Ruhestroms und der Riickgang der Galvanometerwerte 
bei den Konitrollversuchen erfordern eine duferst kritische Betrachtung der 
Atmungskurven (korrekter: Sauerstoffkonzentrationsinderung in der Zeit). Man 
darf dabei allerdings nicht ohne weiteres die Werte des Stromabfalls der Kontroll- 
versuche bei den Versuchen mit lebenden Organismen in Abzug bringen. Immer- 
hin muff man auch bei der lebenden Hefe mit einem zusidtzlichen, nicht durch 
die Atmung hervorgerufenen Stromabfall rechnen, so daf dies eine schwer abzu- 
schiitzende Fehlerquelle fiir die Aufnahme von Atmungskurven bedeutet. Nach 
Abb. 1 ist der gemessene Atmungsverlauf der Béackerhefe ein linearer. Unter 
Beriicksichtigung der entsprechenden Konitrollversuche stellt sich jedoch heraus, 
da die Linearitaét nur durch zusatzlichen Stromabfall vorgetéuscht ist. Auch 
kann bei der getroffenen Versuchsanordnung — nach dem Waschen wird 
die Hefe der Pufferlésung mit dem zu veratmenden Glucosesatz zugegeben — 
die Atmung nicht sofort mit optimaler Intensitat einsetzen (Aufnahme der Glucose- 
molekiile durch die Zelle). 

Ein sehr eeleganter Weg zur Uberpriifung der Gradlinigkeit von Eichkurven 
ist* nach Damaschke, Rothbiir und Tédt (1955c) .der, da® man eine 
Hefe- bzw. Griinalgensuspension beliiftet und dann atmen laé8t. Da die Atmungs- 
geschwindigkeit im allgemeinen konstant ist, bedeutet eine gradlinige Atmungs- 
kurve eine gradlinige Eichkurve.“ Im Hinblick auf die geschilderten Schwierig- 
keiten miissen jedoch Bedenken gegen ein solches Vorgehen vorgebracht werden. 
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Zusammenfassend aft sich sagen, da die elektrochemische Sauerstoff- 
bestimmung unter den beschriebenen Versuchsbedingungen fiir die Auf- 
nahme von Atmungskurven insbesondere bei Anwesenheit von Farbstoffen 
ungeeignet erscheint. 


1. Unabhingig von Sauerstoffkonzentrationsanderungen sind Strom- 
anderungen zu verzeichnen. 


. Bedeckung der Kathode und Verstopfen des Diaphragmas fiihren un- 
abhingig vom biologischen Sauerstoffverbrauch zu einer Strom- 
abnahme. 


. Die Anwesenheit von Farbstoffen ruft Widerstandsinderungen und 
Stérungen an der Kathode hervor. 


8. Versuchsdurchfiihrung 


a) Methode 


Unter Verzicht auf die Registrierung von Atmungskurven kann man trotz 
der beschriebenen Stérungen den biologischen Sauerstoffverbrauch quantitativ 
erfassen. Dabei ist es allerdings nur méglich, die Sauerstoffaufnahmezeit ft), zu 
bestimmen, wobei unter tp, die Zeit verstanden werden soll, in der ein biologischer 
Sauerstoffumsatz stattfindet (Tédt, Leschber und Tarnow 1954 haben hier- 
fiir die nicht ganz korrekte Bezeichnung ,,Atmungszeit“ eingefiihrt). Ein Sauer- 
stoffverbrauch wird so lange vor sich gehen, bis die fiir biologische Oxydations- 
vorgange minimale Sauerstofftension erreicht ist. Bei der Bestimmung der 
Sauerstoffaufnahmezeit ist es also wichtig, nach Zugabe des zu untersuchenden 
Materials den Endpunkt des Sauerstoffverbrauchs genau festzustellen. Dieser zeigt 
sich dadurch an, dafi die Stromstarke geringste Werte annimmt (weniger als 0,2 “A) 
und daf keine Anderungen der Stromstérke mehr zu verzeichnen sind. Im Bereich 
dieser geringen Amperewerte sind die durch Stérungen hervorgerufenen Anderun- 
gen des Stroms kaum noch feststellbar. Wenn man dafiir Sorge tragt, daf die 
Strominderungen infolge des biologischen Sauerstoffverbrauchs grof bleiben im 
Verhiltnis zur Abnahme durch Stérungen, la&t sich der Endpunkt des Sauerstoff- 
umsatzes, genau erfassen. 

An Hand bestimmter Kontrollen muf man sich natiirlich vergewissern, ob 
nicht durch Stérungen falsche Sauerstoffaufnahmezeiten vorgetéiuscht werden. 
So laé&®t sich eine Inaktivierung der Elektroden dadurch feststellen, da& nach 
Ablauf der Sauerstoffaufnahmezeit bei Begasung mit Luft kein Anstieg des 
Endstromwertes“ eintritt. Stérungen durch zusatzliche Stréme geben sich dadurch 
zu erkennen, daf kein niedriger Endstromwert (etwa 0,2 “A), auch nach Desoxy- 
genierung, erreicht wird. Zu jedem Versuch wurden die notwendigen Konirollen 
durchgefiihrt. Die Sauerstoffmessungen mit Neutralrot sind, nachdem sich die 
geschilderten Stérungen bemerkbar machien, abgebrochen worden. 


b) Wahl der Versuchsobjekte 


Die Versuche wurden durchgefiihrt mit 

1. kauflicher BackerpreBhefe der Handelsbezeichnung Monheimer Hefe, 

2. Gewebescheiben der Wurzel von Daucus carota, 

3. SproRstiicken von Lagarosiphon spec. (= Helodea crispa hort.) 

Nach Warburg (1927) ist kaufliche Backerhefe durch intensive Atmung 
Protoplasma, Bd. XLIX/1 4 
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ausgezeichnet, denn .die im Fabrikbetrieb geziichteten Biackerhefen atmen also 
acht- bis zehnmal so stark wie die im Laboratorium geziichtete Reinkultur“. 
Verschiedene in West-Berlin im Handel befindliche Hefen standen zur Verfiigung. 
Giinstig fiir die Versuche erwies sich die unter der Handelsbezeichnung .,Mon- 
heimer Hefe“ erhiltliche Sorte. Diese Hefe war sehr gleichmaftig in ihrer Be- 
schaffenheit. Im Vergleich zu anderen Hefesorten zeigte sie einen starkeren Sauer- 
stoffverbrauch? 


c) Vorbehandlung des Materials 


Die frisch vom Grofhiandler bezogene Hefe kam im Kiihlschrank (dunkel) 
bei + 2°C zur Aufbewahrung. Es wurde hichstens 3 Tage alte Hefe (nach Erhalt 
vom Hindler) verwendet. Die Beobachtung von Reuser (1952), da die im 
Kiihlschrank deponierte Hefe gegeniiber der bei Zimmertemperatur gelagerten 
keine Differenzen aufweist, konnte bestitigt werden. Man muf allerdings dabei 
beachten, da die dem Kiihlschrank entnommene Hefe, sofern sie sofort zum 
Ansatz kommt, eine um etwa 30% gehemmte Sauerstoffaufnahme hat im Vergleich 
zu der erst 10 Minuten lang bei Zimmertemperatur gehaltenen Hefe. Die 
zur Messung bestimmte Hefe wurde daher vor dem Versuch 10 Minuten lang 
in Leitungswasser suspendiert bei Zimmertemperatur stehengelassen. Das an- 
schlieRende Waschen der Hefe ging wie folgt vonstatten: Zentrifugieren (4 Min. 
bei 3000 U/min), Verwerfen der iiberstehenden Liésung, Aufschwemmen in Mef- 
lésung und nochmaliges Zentrifugieren. Das Ubertragen der Hefe in das inzwischen 
temperierte Elektrodengefa& erfolgte mit méglichst wenig Pufferlésung (10 ml). 
Sofort danach wurde das Gefaé& mit einem Schliffstépsel luftblasenfrei verschlossen. 
Die Bestimmung der Sauerstoffaufnahmezeit begann im Augenblick der Zugabe 
des Materials zum Elektrodengefaf. 

Die Aufbereitung der Méhren geschah nach folgendem Arbeitsgang (vgl. auch 
Kiister 1955a): Aus der Rindenzone gut gewaschener Wurzeln wurden mit 
einem Korkbohrer Zylinder mit einem Durchmesser von 10mm ausgestochen und 
diese dann mit einem Rasiermesser in Scheiben von durchschnittlich 0,4mm Dicke 
zerlegt. Zur Vermeidung von Wundeinfliissen (Ruhland und Ramshorn 
1939) und zur Beseitigung von Plasmaresten wurden die Scheiben mindestens 
12 Stunden lang in flie&endem Wasser gespiilt. Ein Befall durch Mikroorganismen 
findet nach Turner (1938) nicht statt, auch bleibt die Vitalitaét nach wesentlich 
langeren Wasserungszeiten noch voll erhalten. Vor der Messung kamen die 
Scheiben eine halbe Stunde lang in eine luftgesattigte Pufferlésung bei Zimmer- 
temperatur. Zu jedem Versuch wurden 600—800 Scheiben verwendet. 

Die Sprosse von Lagarosiphon sind vor der Versuchsdurchfiihrung aus dem 
Becken des Gewachshauses in ein im Laboratorium aufgestelltes Aquarium mit 
karbonathaltigem (0,5% K,CO,) Leitungswasser iiberfiihrt worden. Zur An- 
reicherung von Assimilationsprodukten wurden die Pflanzen mindestens 3 Tage 
lang intensiv belichtet (Parabollampe 500 Watt, im Abstand von 50cm von der 
Wasseroberflache). AnschlieBend kamen sie 12 Stunden lang unter einen Dunkel- 
sturz. Unter Ausschaltung der Assimilation sollte durch Atmung der im Gewebe 
(Interzellularen) iiberschiissige Sauerstoff verbraucht werden. Nachdem die mit 
Pufferlésung abgespiilten Sprosse in ungefihr 5cm lange Abschnitte aufgeteilt 
worden waren, wurden sie zur Messung benutzt. 


2 Nach Auskunft der Fa. Kossmann, Hefegrofhandlung, Berlin-Lichterfelde, 
ist diese Hefe ebenfalls durch eine starkere Garkraft ausgezeichnet (vgl. Tédt, 
Leschber und Tarnow 1954). 
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d) Auswertung der Versuche 


Zur Auswertung der Hefeversuche erfolgte eine Bestimmung der Zellenzahl/mm*. 
Um eine véllig luftblasenfreie Fiillung des Elektrodengefafes zu garantieren, war 
es nétig, das Gefaéf so zu beschicken, daf beim Verschliefen ein Teil der Lésung 
verdringt wurde. Da die jeweils verdraingte Fliissigkeitsmenge keiner genauen 
Bestimmung zuginglich war, konnte die Dichtebestimmung erst nach der Messung 
vorgenommen werden. Das Ausziéhlen der Zellen geschah mit Hilfe der Zahl- 
kammer noch Thoma. Innerhalb der Pipette, mit der die Zahlkammer 
gefiillt wird, treten durch Sedimentation derartig rasch Differenzen in der 
Dichte auf, daf& es noétig ist, den von Bogen (1953) gegebenen Hinweis strikt 
einzuhalien und ,,fiir eine ,exerziermaéfige’ Entnahme und Ubertragung der Pro- 
ben Sorge“ zu tragen. Nach dreimaligem Fiillen der Kammer und jeweiligem 
Ausziéhlen simtlicher 400 Kleinquadrate wurden die erhaltenen Zahlen gemittelt. 
Die dem Elektrodengefa zugegebene Hefemenge war so bemessen, daft sie un- 
gefahr der gewiinschten Dichte entsprach. Nach der genauen Dichtebestimmung 
erfolgte dann die Umrechnung der Sauerstoffaufnahmezeiten auf eine gleiche 
Zellenzahl/mm‘*. 

Im Laufe der Zeit machten sich Anderungen der Konirollzeiten der Sauerstoff- 
aufnahme bemerkbar. Um die Streuung méglichst niedrig zu halten, wurde daher 
taiglich eine Kontrollmessung durchgefiihrt und die Abweichung dieser Kontrollzeit 
von einem bestimmten Wert (Durchschnittswert tp, = 20 Min.) als Korrekturfaktor 
eingefiihrt. Mit Ausnahme der Vorversuche beziehen sich sémtliche Messungen an 
Hefezellen auf eine Kontroll-Sauerstoffaufnahmezeit von ft), = 20 Min. 

Bei den Versuchen mit Méhrenscheiben wurde neben der Sauerstoffaufnahme- 
zeit das Frischgewicht, das Trockengewicht sowie die Zahl der Scheiben der elektro- 
chemisch gemessenen Menge ermittelt. Die Umrechnung der Sauerstoffaufnahme- 
zeiten der einzelnen Versuche erfolgte auf eine gleiche Anzahl Scheiben (1000). 
Bezog man die Versuche auf gleiches Frisch- oder Trockengewicht, dann ergab sich 
eine gréRere Streuung der Werte. Als BezugsgréRe diente die taglich gemessene 
Kontroll-Sauerstoffaufnahmezeit. 

Die Auswertung der Versuche mit Lagarosiphon erfolgte analog den Sauerstoff- 
messungen mit Méhrenscheiben. Der Umrechnung auf einheitliche Werte wurde 
das Trockengewicht zugrunde gelegt. Samtliche Werte der Daucus- und Lagaro- 
siphon-Versuche sind auf eine Kontroll-Sauerstoffaufnahmezeit von tp, = 100 be- 
zogen worden. 

Von den Sauerstoffmessungen wurden bei Hefe je 10 Einzelversuche und bei 
Daucus und Lagarosiphon je 5 Einzelversuche jeder Versuchsreihe durchgefiihrt. 
Die Temperatur betrug (aufer bei den Temperaturversuchen) 25°C, die Meflésung 
hatte einen pH-Wert von 7,2, und die zugesetzte Glucose (Merck) belief sich auf 
eine Menge von 1%, bezogen auf den Gefafinhalt. 


9. Vorversuche 


Einige Vorversuche sollten dariiber Auskunft geben, ob und wieweit es 
moglich ist, bei Bestimmung der Sauerstoffaufnahmezeit zu schliissigen 
Aussagen zu kommen. Besonders interessierte der Einflu# der-Temperatur 
(Tab. 5) und bei den Versuchen mit Hefe die Abhangigkeit von der Sus- 
pensionsdichte (Tab. 6). 

Eine vergleichende Zusammenstellung der Sauerstoffaufnahmezeiten, be- 
zogen auf 1g Trockengewicht fiir die einzelnen Versuchsobjekte, ist Tab. 7 
zu entnehmen. 


4* 
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Tab. 5. Mittelmwerte der O,-Aufnahmezeiten der Monheimer Hefe bei einer Sus- 
pensionsdichte von 1-10* Zellen‘mm? bei verschiedenen Temperaturen. 





Temperatur 15°C | 25° C 35° C 








to, in Min. 50,3 + 0,54 20,3 + 0,21 | 10,8 + 0,29 


Tab. 6. Mittelmwerte der O,-Aufnahmezeiten der Monheimer Hefe bei verschiedener 
Suspensionsdichte. 





Suspensionsdichte to, in Min. 





0,5 - 104 Zellen/mm* 39,4 + 0,76 
1,0 - 104 ¥ } 20,0 + 0,25 
1,5 - 104 a 13,2 + 0,18 
2,0 - 104 aa 10,0 + 0,15 


Tab. 7. Mittelwerte fiir die O,-Aufnahmezeiten (t,, in Minuten) bei 25°C, be- 
zogen auf 1g Trockengewicht fiir die einzelnen Versuchsobjekte, 





7 
Saccharomyces Daucus carota Lagarosiphon spec. 





2,22 62,6 42,3 


II. Einflu8 von Farbstoffen auf die Sauerstoffaufnahme pflanzlicher 
Zellen 


1. Literaturiibersicht 


Bei den physiologischen Untersuchungen stand im Mittelpunkt des Inter- 
esses die Wirkung des Fluoreszenzfarbstoffes Acridinorange auf die Sauer- 
stoffaufnahme, da die Méglichkeit, mit Hilfe dieses Farbstoffes eine Unter- 
scheidung lebender und toter Zellen zu treffen, neuerdings angezweifelt 
wird. 

a) Die Vitalfarbung mit Acridinorange 


Unabhangig voneinander fiihrten Bukatsch und Haitinger (1940) so- 
wie Strugger (1940) das Acridinorange als Fluoreszenzfarbstoff in die Vital- 
farbetechnik ein. Bei seinen Untersuchungen an Epidermiszellen der Schuppen- 
blatter von Allium cepa stellte Strugger fest, da& innerhalb eines bestimmten 
pH-Bereiches lebendes Plasma griin und totes Plasma rot fluorochromiert werden. 
In weiteren Arbeiten (Literaturzusammenfassung bei Strugger 1949b) dehnt 
Strugger seine Untersuchungen auf andere Objekte aus und glaubt schlieBlich 
ganz allgemein ein sicheres Unterscheidungsmerkmal lebender und toter Zellen 
durch die unterschiedliche Anfarbbarkeit mit Acridinorange gefunden zu haben. 
Bestatigt werden die Angaben durch Untersuchungen von Kélbel (1947) und 
Krieg (1954) an Hefe, Staudenmayer (1950) an Arthropodengewebe, H 6 f- 
ler (1947a) an Allium und Johannes (1950) an Phycomyces. 

Diese Befunde blieben jedoch nicht unwidersprochen, besonders wendet man 
sich gegen eine Verallgemeinerung. Janke (1946), der Untersuchungen Bu- 
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cherers (1943) bestitigt, findet, da die unterschiedliche Anfarbung von toten 
und lebenden Hefezellen nur dann méglich ist, ,.wenn die Dichte der Mikroben- 
suspension zum Volumen und zur Konzentration der Farbstofflésung in einem 
bestimmten Verhiltnis steht“. Eine Abhangigkeit der Acridinorangefarbung von 
der Stoffwechselaktivitét tierischer Zellen wird von Schiimmelfeder (1949, 
1950) beschrieben. Lebende Carcinomzellen kénnen mit Acridinorange rot fluoro- 
chromiert werden. An Nekrosen von Allium stellt Héfler (1947b) fest, daf 
tote Zellen sowohl rot als auch griin fluorochromiert werden kénnen. Im Wider- 
spruch zu der Schluffolgerung von Strugger, nur tote Zellen seien rot fluoro- 
chromierbar, stehen ferner Angaben von Gartner (1943), Stick] und Gart- 
ner (1943), May (1948) sowie Borchert und Helmcke (1950). An mensch- 
lichen Spermien kann Stockinger (1949) nachweisen, daf diese nach Farbung 
mit Acridinorange je nach Verdiinnung rot bis griin fluoreszieren, wobei sich kein 
Unterschied zwischen lebenden und toten Objekten feststellen 1a&t. Einen gleichen 
Effekt beschreiben Bogen (1953), Bogen und Keser (1954) sowie Bogen 
und Elste (1955) fiir Hefezellen. Bogen gelingt es, durch Farbstoffmangel bzw. 
FarbstoffiiberschuR bei lebenden und toten Zellen sowohl Griin- als auch Rot- 
fluoreszenz zu erreichen. 


b) Der Einflu? von Farbstoffen auf die Atmung 


O’C onnor (1949) kann bei Atmungsuntersuchungen an Geweben von Hiihner- 
embryonen feststellen, da bestimmte Acridine eine Hemmung ausiiben. Sca- 
rascia Venecian (1955) findet Stérungen verschiedener Oxydationsprozesse 
bei Tabakblattern nach Behandlung mit Acridinorange. Einen hemmenden Ein- 
flu8 auf die Atmung der Backerhefe durch Acridine (Trypaflavin) beschreiben 
Massert, Peeters, de Ley und Vercauteren (1947a, b) sowie Deley, 
Peeters und Massart (1947). Geringe Konzentrationen setzen jedoch nur das 
Wachstum der Hefe herab. Bogen und Elste (1955) kénnen nachweisen, ,daf 
AO® nach einer kurzfristigen Steigerung der Sauerstoffaufnahme zu einer Vermin- 
derung des Gaswechsels der Hefezellen fiihrt“. Die Beeinflussung ist konzen- 
trationsunabhingig. 

Fiir Berberinsulfat wird iibereinstimmend eine Hemmung der Atmung be- 
obachiet: Schmitz (1950, 1951), Hilwig und Schmitz (1951), Meissel, 
Pomotschnikowa und Schawlowski (1950), Perner (1952) sowie 
Zurzycki und Zurzycka (1955). 

Fiir Methylenblau stellt Palladin (1911) eine atmungssteigernde Wirkung 
an Stengelspitzen von Vicia faba fest. Eine Erhéhung des Sauerstoffumsatzes 
bei Methylenblauzugabe wird fiir abgetétete Hefezellen von Meyerhof (1913, 
1918 a, b) beschrieben. Bei Staphylococcen findet Me yerhof (1917) ebenfalls eine 
Atmungssteigerung durch Methylenblau. Wahrend durch Erhitzen die Atmung 
unterbunden wird, findet bei gleichzeitiger Anwesenheit des Farbstoffes ein Mehr- 
verbrauch an Sauerstoff statt. Es wird die Hypothese aufgestellt, da& das 
Methylenblau dadurch die Atmung steigert, da® es dank seiner Fahigkeit zur 
Sauerstoffiibertragung — bzw. seines Dehydrierungsvermégens — als Oxydations- 
katalysator vikariierend fiir ein geschadigtes Atmungsenzym eintreten kann.“ In 
weiteren Untersuchungen wird die atmungssteigernde Wirkung des Methylenblaus 
auf seine leichte Reduzierbarkeit zuriickgefiihrt (Harrop und Barron 1928; 
Barron 1929a, b; Albach 1929; Axmacher 1933). Genevois (1928) glaubt 
dann ganz allgemein einen Zusammenhang zwischen der Reduzierbarkeit basischer 


3’ AO = Acridinorange. 
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Farbstoffe und ihrer atmungssteigernden Wirkung aufzeigen zu kénnen. War- 
burg, Kubowitz und Christian (1930) erklaren die Wirkung des Methylen- 
blaus derart, da sie annehmen, der Farbstoff werde durch ein Eisenenzym 
reduziert und dieses wiederum oxydiere das zu veratmende Substrat. Bei an- 
aeroben Bedingungen ist die Konzentration an zweiwertigem Hamineisen (Cyto- 
chrom) sehr gering, so da in diesem Fall der Farbstoff keine Atmungssteigerung 
bewirken kann. Ross (1938) bestitigt die Hypothese von Warburg und Mitarb. 
Eine Beschleunigung der Atmung durch Methylenblau kénnen Watanabe (1952) 
bei verschiedenen Algen und Runnstrém (1930) beim Seeigelei feststellen. 
Hayashi (1938) beobachtet eine zeitlichhe Abhingigkeit der Wirkung von 
Methylenblau und Nilblausulfat, und zwar einer anfinglichen Steigerung der 
Atmung folgt eine Hemmung. Stenlid (1950) findet bei Weizenwurzeln, dai 
die Atmungsanderung in Abhangigkeit von der Konzentration eine Optimumkurve 
ergibt. 


2. Methode 


Die elektrochemische Mefimethode sowie die Vorbehandlung des Materials 
sind ausfiihrlich in den vorangestellten Kapiteln behandelt worden. 

Folgende Farbstoffpriparate wurden benutzt: 1. Acridinorange (Merck), 
2. Neutrales Berberinsulfat, reinst (Merck), 3. Methylenblau (Merck), 4. Indigo- 
tetrasulfonat, Kaliumsalz (Merck). 

Beim Auszihlen verschieden fluoreszierender Zellen wurden zu jedem Versuch 
drei Gesichtsfelder ausgewertet. Die einzelnen Firbeversuche sind mindestens 
viermal wiederholt worden. 

Da die Beurteilung der Fluoreszenzfarbe subjektiven Empfindungen unterliegt 
— ein Vergleich mit Farbstofftafeln ist nicht méglich —, sind bei der Beschreibung, 
soweit dies zutraf, die gebriauchlichen Bezeichnungen (z.B. gleifend kupferrote 
Fluoreszenz) iibernommen worden. Die Ausdriicke, wie Rot-, Griinfluoreszenz usw., 
beziehen sich nur auf eine Charakterisierung der Cytoplasmafirbung. 

Fiir die Belichtungsversuche dienten eine Parabollampe (500 Watt) oder eine 
Quecksilberdampflampe (Zeiss-Winkel). Durch eine Anderung des Abstandes der 
500-Watt-Lampe war es méglich, in den Bereichen sowohl des Elektrodengefifes 
als auch der Trége der Warburg-Apparatur die gleiche Beleuchtungsstirke von 
15.000 Lux zu erhalten. Versuche mit der Quecksilberdampflampe (UV-Lampe) 
wurden nur bei den elektrochemischen Sauerstoffbestimmungen durchgefiihrt, wo- 
bei die Lampe stets den gleichen Abstand vom Elektrodengefa& hatte. 

Bei der manometrischen Gaswechselbestimmung wurde der Sauerstoffverbrauch 
der Hefe nach der direkten Methode von Warburg (Dixon 1951; Umbreit, 
Burris und Stauffer 1951) ermittelt. Die Temperatur betrug 25°C, die 
Schiittelfrequenz 120/min und die Amplitude 5cm. Zum Ansatz kamen zwei Ver- 
suchsgefaBe, zwei Kontrollgefé&e (ohne Farbstoff) und auferdem ein Reaktions- 
gefa& mit der Nahr- und Farbstofflésung ohne Organismen (Blindversuch). Zur 
CO,-Absorption wurde der zentrale Einsatz der Triége mit 0,2 ml einer 20%igen 
KOH-Lésung beschickt und zur Vergréferung der Oberfliche mit einem gefalteten 
Filtrierpapierstreifen versehen. 

Da Hefeaufschwemmungen von verschiedener Dichte gemessen werden sollten, 
mute darauf geachtet werden, daf der Gaswechsel nicht zu intensiv wurde, da 
sonst die umgesetzten Sauerstoffmengen nicht quantitativ nachdiffundieren konnten. 
Aus diesem Grunde wurden bei dichteren Suspensionen dem Reaktionsgefah 
geringere Mengen zugefiihrt. Die Volumina der einzelnen Konzentrationen waren 
wie folgt abgestuft (Kontrolle durch Auszihlen): 
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1. 0,5 ml bei einer Dichte von 5-105 Zellen/mm? 

2. 1,0 ml ,, = oe = 1-105 Zellen/mm* 

5. 20m! ' ,. a < » 33-104 Zellen/mm? 

4. 3,0ml ,, js ‘3 x 1-10 Zellen/mm* 

Zur Kontrolle wurde beachtet, daR der Gaswechsel unabhangig von der Schiittel- 
geschwindigkeit blieb (Warburg 1955). 

Die seitliche Ansatzbirne der Reaktionsgefafe wurde mit 0,2 ml einer Glucose- 
Farbstofflésung gefiillt. Nach Zugabe zur Hefesuspension (Kippen) betrug die 
Konzentration der Glucose 1% und die Verdiinnung des Farbstoffes 1 : 10.000. Bei 
bestimmten Versuchen ist die Glucose gleich der Hefesuspension zugesetzt worden. 

Nach der Messung wurde der pH-Wert iiberpriift und das Zellmaterial fluo- 
reszenzmikroskopisch durchmustert. 


3. Farbeversuche mit Acridinorange 


a) Versuche mit lebenden und abgetéteten Hefezellen 


Zur Nachpriifung des Verhaltens lebender und toter Hefezellen und des 
Einflusses des Verhialtnisses toter und lebender Zellen einer Suspension auf 
den Ausgang der Farbung wurden Hefesuspensionen (in Leitungswasser) 


Tab. 8. Acridinorangefarbung lebender und abgetéteter Hefezellen bekannter 
Mischungsverhiltnisse bei einer Farbstoffkonzentration von 1 : 10.000 in Leitungs- 
roasser und einer Dichte von 1- 10° Zellen/mmi. 





% tote 
Zellen 


Fluoreszenz nach 10 Minuten Fluoreszenz nach 1 Stunde 





2% rot, 98% griin 2% rot, 98% griin 
4% rot, 96% griin 4% rot, 96% griin 
6% rot, 94% griin 7% rot, 93% griin 
9% rot, 91% griin | 9% rot, 91% griin 
21% rot, 79% griin | 20% rot, 80% griin 
24% hellrot, 10% orange, 37% hellbraun, 63% griin 
66% griin } 
12% rot, 32% hellbraun, | 2% rot, 40% orange, 19% gelb, 
56% gelbgriin | 39% hellgriin 
8% rot, 62% hellorange, 2% rot, 78% hellorange, 
30% hellgriin 20% hellgriin 
100% griin 100% leuchtend griin 





in gleiche Volumina geteilt und von der einen Halfte die Zellen durch Er- 
hitzen auf dem Wasserbad abgetétet. Die beiden Heféaufschwemmungen 
wurden dann gewaschen und erneut in gleichen Mengen Leitungswasser 
suspendiert. Aus den so erhaltenen Suspensionen genau gleicher Dichte 
war es moglich, durch Zusammengeben verschiedener Raumteile Mischungen 
von bekannter Zusammensetzung herzustellen. 

Neben der Acridinorangefarbung wurde eine Farbekontrolle mit 
Methylenblau durchgefiihrt. Dabei ergab sich, da von den zur Mischung 


verwendeten lebenden Hefezellen etwa 2% tot waren. Die Zahl der toten 
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Zellen der einzelnen Reihen entsprach bei geringer Abweichung der in 
Tab. 8 und 9 angegebenen Zahlen. Die zugegebene Acridinorangemenge 
war so bemessen, daB die Konzentration des Farbstoffs 1: 10.000 in Lei- 
tungswasser betrug. 

Da sich das unterschiedliche Farbstoffbindungsvermégen lebender und 
ioter Zellen nur bei hoher Suspensionsdichte (Farbstoffmangel) zu erkennen 
gibt, war es wichtig, das richtige Konzentrationsverhaltnis zu finden. Der 
Farbstoff darf nicht im Uberschuf vorhanden sein, da sonst die lebenden 


Tab. 9. Acridinorangefarbung lebender und abgetéteter Hefezellen bekannter 
Mischungsverhaltnisse bei einer Farbstoffkonzentration von 1 : 10.000 in Leitungs- 
wasser und einer Dichte von 8-104 Zellen/mm?. 





| 
| 


% tote | 


Fluoreszenz nach 10 Minuten Fluoreszenz nach 1 Stunde 





2% rot, 98% braun 100% braun 
4% rot, 96% hellbraun 100% braun 
9% rot, 91% dunkelgriin 100% braun 
18% rot, 82% griin 100% braun 
23% rot, 77% griin 100% braun 
43% rot, 57% griin 41% rot, 59% orange 
61% rot, 39% griin 59% rot, 41% orange 
80% rot, 20% griin 72% rot, 10% hellrot, 
18% orange 
100 100% rot | 100% rot 


Zellen rot fluorochromiert werden, andererseits muf aber geniigend Farb- 
stoff zur Verfiigung stehen, um noch bei den toten Zellen eine volle An- 
farbung sicherzustellen. 

In den Tab. 8 und 9 sind die Ergebnisse der Fiarbeversuche von zwei 
verschiedenen Suspensionsdichten zusammengefaRt. Nach einer Farbezeit 
von 10 Minuten ergibt das fluoreszenzmikroskopische Bild bei einer Sus- 
pensionsdichie von 8-104 Zellen/mm? iiber einen weiten Mischungsbereich 
(20—100% tote Zellen) eine dem lebenden Anteil entsprechende Zahl griin 
fluorochromierter Zellen. Bei gréRerer Suspensionsdichte (1 - 106 Zellen/mm’) 
wird dagegen nur bei den Mischungsstufen mit wenigen toten Zellen 
(0O—20% tote Zellen) eine derartig differenzierte Anfarbung erzielt. (Da- 
bei muff man beriicksichtigen, daB 2% der Zellen des lebenden Mischungs- 
anteils tot waren.) Nach langerer Farbezeit (1—4 Stunden) verwischen sich 
die Unterschiede mit Ausnahme der Stufen ,0—5% tot* bei hoher Suspen- 
sionsdichte. Die Versuche zeigen, daff es méglich ist, auf Grund des stir- 
keren Farbstoffbindungsvermégens toter Zellen eine unterschiedliche An- 
farbung lebender und toter Hefezellen zu erhalten. Dabei miissen 

1. die Farbezeit, 

2. das Verhialinis lebender und toter Zellen, 

3. die Suspensionsdichte und 

4, die Farbstoffkonzentration 
in einem aufeinander abgestimmten Verhialtnis stehen. 
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b) Versuche mit verschieden abgetéteten Hefezellen 


Bei den Versuchen iiber die Sauerstoffaufnahme acridinorangegefarbter 
Hefezellen konnte die Beobachtung gemacht werden, daft auch das Farbstoff- 
bindungsvermégen abgetéteter Hefezellen verschieden grof sein kann. 
Die durch Erhitzen abgetéteten Hefezellen geben beim Waschen mit Lei- 
tungswasser leichter Farbstoff ab als die unter dem Einflu& des Farbstoffes 
abgetéteten Organismen. 


Diese Beobachtung wurde zum Anlaf genommen, verschieden abge- 
tétete Hefezellen auf ihr Farbstoffbindungsvermégen hin zu analysieren. 
Als Maf fiir das Farbstoffbindungsvermégen diente der Farbegrad nach 


Tab. 10. Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen verschieden abgetéteter und 
mit Acridinorange gefdrbter Hefezellen nach wiederholtem Ausrmascien mit 
Leitungswasser. 





Tétungsart der Zellen 


| 
| 
| 


Zahl der 
Waschungen 


AO-Einwirkung | Alkoholfixierung Erhitzen 





gleiBend kupferrot gleiBend kupferrot gleiBend kupferrot 

gleiBend kupferrot rot leuchtend hellrot 

gleiBend kupferrot rot leuchtend hellrot 
leuchtend rot hellrot graugriin 
leuchtend rot orange hellgriin 
rot hellorange hellgriin 


0 
1 
2 
3 
a7 
5 
6 


rot blaB orange schwach griin 


dem Waschen der Zellen. Zur Untersuchung kamen Hefezellen, die nach 
einem 48stiindigen Aufenthalt in Acridinorangelésung, nach Alkoholfixie- 
rung und nach Erhitzen auf dem Wasserbad abgetétet waren. 


Die durch Farbstoffeinwirkung abzutétenden Hefezellen kamen 48 Stun- 
den lang in eine Farbstofflésung von der Konzentration 1 : 1000 in Leitungs- 
wasser bei einer Suspensionsdichte von 1-104 Zellen/mm*. Nach Ablauf 
dieser Zeit waren saimtliche Zellén tot (Atmungskontrolle und Methylen- 
blauprobe). Das durch Alkoholfixierung und Erhitzen getétete Material 
kam ebenfalls in eine Farbstofflésung von der Konzentration 1 : 1000 in 
Leitungswasser und verblieb eine Stunde lang darin. Die Suspensionsdichte 
belief sich hier gleichfalls auf 1-104 Zellen/mm:. 


Das fluoreszenzmikroskopische Bild ergab in allen drei Fallen eine iiber- 
einstimmende gleifend kupferrote Fluoreszenz. Die Lésungen wurden nun 
zentrifugiert und die Zellen nach Verwerfung der iiberstehenden Lésung 
neu in Leitungswasser suspendiert. In Abstanden von 15 Minuten erfolgte 
eine Wiederholung dieser Behandlung. In der Zwischenzeit fand eine 
fluoreszenzmikroskopische Kontrolle der Hefezellen statt. Die Befunde der 
mikroskopischen Bilder sind in Tab. 10 zusammengestellt. 
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Weitere Versuche sollten dann dariiber Aufschlu& geben, ob auch die 
Farbstoffaufnahme verschieden abgetéteter Hefezellen unterschiedlich ver- 
lauft. Analog den Fiarbeversuchen mit lebenden und toten Zellen wurden 
hierzu Mischungsreihen alkoholfixierter und hitzegetéteter Hefezellen an- 
gesetzt. In Tab. 11 sind die Farberesultate einer Hefesuspension von der 
Dichte 2-105 Zellen/mm® und der Farbstoffkonzentration von 1 : 10.000 in 
Leitungswasser wiedergegeben. 


Tab. 11. Acridinorangefarbung alkoholfixierter und hitzegetéteter Hefezellen be- 
kannter Mischungsverhdltnisse bei einer Farbstoffkonzentration von 1: 10.000 in 
Leitungsmwasser und einer Dichte von 2- 10° Zellen/mm’. 





% alkohol- 


Fluoreszenz nach 10 Minuten Fluoreszenz nach 1 Stunde 
fixierte Zellen 








100% orangegelb 100% schwach hellrot 
3% rot, 97% orange 3% rot, 97% schwach hellrot 
5% rot, 12% orange, 5% rot, 10% braun, 
83% gelb 85% orange 
9% rot, 17% orange, | 8% rot, 92% schwach hellrot 
74% hellgelb 
20% rot, 4% orange, 14% rot, 86% schwach hellrot 
76% dunkelgriin 
42% rot, 58% griin 28% hellrot, 72% orange 
60% hellrot, 40% griin | 31% hellrot, 10% braun, 
59% orange 
54% hellrot, 24% blaB orange, | 4% rot, 17% braun, 
| 22% griin | 79% schwach hellrot 
100 | 100% orange | 100% hellrot 





Interessant sind die nach kurzer Farbezeit (10 Min.) zu beobachtenden 
Bilder. Die Farbstoffaufnahme der alkoholfixierten Zellen ist starker als 
die der hitzegetéteten (vgl. auch M e & 1956). Allerdings ist der Unterschied 
in der Farbstoffaufnahme nicht gro® genug, um eine vollig differenzierte 
Anfarbung zu erreichen wie bei den Mischungsreihen lebender und toter 
Zellen. Bei zwei Stufen (40 und 60% alkoholfixierter Zellen) wird eine be- 
sonders gut zu unterscheidende Anfarbung erzielt. 


4. Elektrochemische Sauerstoffmessungen 
a) Versuche mit Acridinorange 


Die mit Hilfe des Konzentrationseffektes zu erzielende Fluorochromie- 
rung lebender Zellen lat es interessant erscheinen, bei verschieden gefarb- 
ten Zellen die Sauerstoffaufnahme messend zu verfolgen. Die Anfarbung 
im Elektrodengefa& war starker, da durch den intensiven Rihrvorgang 
Lésung und Objekte in Bewegung bleiben, wodurch der entstehende Kon- 
zentrationsabfall in der Objektnahe immer wieder ausgeglichen wird (vgl. 
Drawert und Endlich 1956, S. 176). Daraus sind die abweichenden 
Zelldichten bei gleicher Fluorochromierung zu erklaren. 
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Bei der Hefe wurde eine Griinfluoreszenz (etwa 98% der Zellen) bei 
einer Suspensionsdichte von 1-106 Zellen/mm® und einer Farbstoffkonzen- 
tration von 1: 10.000 in Leitungswasser erhalten. Nach Ablauf der Fiarbe- 
zeit wurde die Hefe gewaschen und dann dem ElektrodengefaR zugegeben. 


Tab. 12. Die O,-Aufnahmezeit to, in Minuten von Hefezellen, die mit Acridinorange 
bis zur Griinfluoreszenz gefarbt morden waren. 





to, in Minuten 








Bei Belichtung 
mit 15000 Lux 


Farbezeit | im Dunkeln 





8 Std. 22,1 + 0,22 22,4 + 0,17 
24 Std. 22,4 + 0,26 22,5 + 0,18 


20 Min. | 21,5 + 0,12 22,5 + 0,26 
| 
48 Std. | 22,4 + 0,24 22,4 + 0,16 








Wie aus Tab. 12 hervorgeht, ist gegeniiber der Kontroll-Sauerstoff-Auf- 
nahmezeit von 20 Minuten der Sauerstoffverbrauch der griinfluorochromier- 
ten Zellen nur leicht gehemmt. Ohne Einfluf ist die Farbezeit (bis 48 Stun- 
den) und die Belichtung. 

Rotfluoreszenz wurde erzielt bei einer Suspensionsdichte von 1 - 104 
Zellen/mm’ und direkter Farbstoffzugabe zum ElektrodengefaR (Konzen- 
tration 1: 10.000) Die Sauerstoffaufnahme war sowohl bei Verdunkelung 
wie bei Belichtung sistiert. 


Anderung der Rotfluoreszenz nach Waschen der Hefezellen 


Durch Waschen lat sich die Rotfluoreszenz der Hefezellen in einen 
anderen Farbton iiberfiihren. Besonders schnell geht dies bei lebenden 


Tab. 13. Die O,-Aufnahmezeit to, in Minuten von Hefezellen, die in Acridinorange 
bis zur Rotfluoreszenz gefairbt und anschliefend mit Leitungsmasser germaschen 
worden mwaren. 





Im Dunkeln | Bei Belichtung mit 15 000 Lux 





Farbezeit Farbton nach dem to, in Farbton nach dem 


Minuten Waschen Minuten Waschen 





20 Min. 26,2 + 0,25 griin 29,3 + 0,27 | griin 
2Std. | 30,.740,25| 94% grim, 6% rot | 34,6+40,31| 96% grin, 4% rot 
ae | 33,0 + 0,26 80% graugriin, 37,4 + 0,27 78% dunkelgriin, 
20% rotorange 22% rot 
12 | 44,8 + 0,29 80% blaBorange, 46,7 + 0,28 82% blaBorange, 
| 20% rot 18% rot 


4 , os | 100% rot og | 100% rot 














Zellen vonstatten. Verfolgt man nach einem derartigen Farbumschlag (Ent- 
fernen eines Teiles des Farbstoffes aus der Zelle) die Sauerstoffaufnahme, 
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so bietet sich dadurch die Méglichkeit zu priifen, ob bei Rotfluoreszenz die 
Sauerstoffaufnahme nur blockiert war oder ob eine Schadigung eingetreten 
ist. Bei diesen Versuchen betrug die Dichte 1 - 104 Zellen/mm? und die Farb- 
stoffkonzentration 1 : 10.000 in Leitungswasser. Nach Ablauf der Farbezeit 
waren samtliche Zellen rot fluorochromiert, der Farbton nach dem Waschen 
und der Sauerstoffmessung ist unterschiedlich und Tab. 13 zu entnehmen. 

Die Hefezellen, die 24 Stunden lang der Farbflotte ausgesetzt waren, 
wurden auf ihre Vitalitaét hin untersucht. Nach achimaligem Waschen war 
der Farbstoffgehalt so weit gemindert, dai die Zellen eine blasse Orange- 
Fluoreszenz zeigten. Da die nun folgende Farbung mit Methylenblau eine 
intensive Anfarbung des Plasmas ergab, muff angenommen werden, daf 
es sich hier nur noch um tote Zellen handelte. 

Die Ergebnisse belegen, da durch die Anfarbung mit Acridinorange 
(Rotfluoreszenz) die Sauerstoffaufnahme blockiert wurde. Bei nicht zu lang 
anhaltender Farbstoffeinwirkung konnte die Hemmung der Sauerstoffauf- 
nahme fast vollstandig riickgingig gemacht werden. Blieben die Zellen 
jedoch langere Zeit in der Farbstofflésung, so konnte auch nach Entfernen 
eines Teiles des Farbstoffes eine Hemmung des Sauerstoffumsatzes regi- 
striert werden. Wurden die Hefezellen 24 Stunden lang der Farbstoff- 
lésung ausgesetzt, so war danach die Sauerstoffaufnahme véllig unter- 
bunden, samtliche Zellen waren abgestorben. Ferner wurde die Sauer- 
stoffaufnahme der zuvor rotfluorochromierten Hefezellen bei Belichtung 
stirker gehemmt als im Dunkeln. 

Uber die Versuche mit Daucus carota und Lagarosiphon gibt Tab. 14 
Auskunft. 


Tab. 14. Die O,-Aufnahmezeit ty, in Minuten von Méhrenscheiben und Lagaro- 
siphon-Sprossen nach Anfarbung mit Acridinorange in Abhangigkeit von Farb- 
stoffkonzentration, Farbezeit und Belichtung. 





to, in Minuten 


Farbstoff- Farbezei pa eae ty: : 
Parbezeit Daucus carota Lagarosiphon 





konzentration 


im Dunkeln | bei 15000 Lux | im Dunkeln 





| | 
: 10000 20 Min. | 994 4,4 111 + 5,7 
1000 20 Min. | 139 + 3,8 | 157452 | 1683+43,9 
| 
| 


1000 4 Std. CO CO | — 


1000 8 Std. | = 


far: oo 


Bei den Konzentrationen und Fiarbezeiten, bei denen keine O,-Auf- 
nahme mehr zu beobachten war, hatten die Zellen sowohl von Daucus wie 
von Lagarosiphon ihre Turgeszenz verloren, die Zellen muften also ab- 
gestorben sein. 


b) Versuche mit Berberinsulfat 
Da der Einflu8 von Berberinsulfat auf die Sauerstoffaufnahme sich als 


gering erwies, wurde das Alkaloid direkt dem Elektrodengefa zugeseizt. 
Die mit Hefe erhaltenen Ergebnisse sind der Tab. 15 zu entnehmen. 
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Nach Tab. 15 wird die Sauerstoffaufnahme mit zunehmender Farb- 
stoffkonzentration beschleunigt. Bei der fluoreszenzmikroskopischen Kon- 
trolle ergab sich, da das Cytoplasma diffus gelb fluorochromiert war. 


Tab. 15. Die Sauerstoffaufnahme von Hefe bei einer Suspensionsdichte von 1 - 104 
Zellen/mm® fiir verschiedene Berberinsulfatkonzentrationen. 





Fortutedt- | 1: 1000 
konzentration | 





| 
| 
| 
| 
| | 
to, in Min. 12,7 + 0,16 | 19,2 + 0,17 21,7 + 0,09 
| | 


1: 10000 | 1: 20000 1: 50000 
| 


22,6 + 0,14 | 23,2 + 0,22 


Einige Zeit nach der Bestrahlung konnte neben dieser diffusen Plasma- 
fluoreszenz eine deutliche Granulafluoreszenz beobachtet werden (D ra- 
wert und Karber 1956). Eine Belichtung hatte weder mit der Queck- 
silberlampe noch mit einer normalen 500-Watt-Lampe einen Einflu@ auf 
die Sauerstoffaufnahme. 


Tab. 16. Die Sauerstoffaufnahmezeit von Méhrenscheiben in Berberinsulfatlésungen 
im Dunkeln und bei Belichtung. 





} 


Farbstoffkonzentration | 1: 5000 1: 10000 





windemieelt 160 + 5,1 130 + 3,2 
to, in Minuten 
bei 15 000 Lux 143 + 3,5 
to, in Minuten 

Wie Tab. 16 belegit, wird im Gegensatz zur Hefe der Sauerstoffver- 
brauch von Modhrenscheiben gehemmt. Dasselbe ist auch bei Lagaro- 
siphon der Fall. Ferner tritt bei Daucus auch noch eine zusiatzliche Hem- 
mung durch eine Belichtung auf. 


c) Versuche mit Methylenblau 


Schon Pfeffer (1886) konnte bei seinen grundlegenden Untersuchungen mit 
Farbstoffen feststellen, daf totes Cytoplasma im Gegensatz zu lebendem 
Methylenblau intensiv speichert. Mit Hilfe der Methylenblaufarbung kann man 
daher eine Unterscheidung zwischen lebenden und toten Zellen treffen (Ruzicka 
1905). Bei Priifung der Hefesuspensionen auf die Vitalitét der einzelnen Zellen 
wurde anfanglich das von Strugger (1949b, S. 158) beschriebene Verfahren 
angewendet, d. h. die Farbung der Zellen wurde in einer Methylenblaulésung im 
Verhaltnis 1:5000 in dest. Wasser vorgenommen. Die Versuche ergaben immer 
einen hohen Prozentsatz (60—80%) intensiv blau gefarbter Hefezellen. Es erschien 
jedoch sehr unwahrscheinlich, daB bei einer frischen Backerhefe derartig viele 
Zellen abgestorben sein sollten. An Hand von Literaturhinweisen (Fink 1931; 
Fink und Kiihles 1933a,b; Fink und Weinfurtner 1931) konnte schlieB- 
lich gefunden werden, daf bei Verwendung von destilliertem Wasser der Farbstoff 
giftig wirkt. Um derartige Stérungen zu vermeiden, wurde zu den Vitalitiits- 
kontrollen der Farbstoff im Verhiltnis 1 : 10.000 in Leitungswasser gelést. 





62 P. Lesser 


Da Methylenblau einen besonders starken Abfall des Ausgangs- 
stromes hervorruft, wurde der Farbstoff nicht dem ElektrodengefaR zu- 
gegeben, sondern die Farbung der Objekte vor der Messung durchgefiihrt. 
Die Farbung des Materials erfolgte in einer Farbstofflésung von 1 : 10.000 
in Leitungswasser (20 Minuten), danach wurden die Objekte gewaschen 
und zur Messung verwendet. 

Gegeniiber der Kontroll-Sauerstoffaufnahmezeit war bei Hefe nur bei 
Belichtung mit 15000 Lux die Sauerstoffaufnahme geférdert. Mikroskopisch 
war keine Farbung der lebenden Zellen feststellbar. Ebenso trat bei 
Lagarosiphon durch Methylenblau keine Anderung des Sauerstoffver- 
brauchs im Dunkeln auf. Bei Daucus carota war dagegen die Sauerstoff- 
aufnahme gegeniiber der Kontrolle beschleunigt, und zwar im Dunkeln 
starker als bei Belichtung. © 


d) Versuche mit Indigotetrasulfonat 


Der Farbstoff wurde direkt dem Elektrodengefaf zugegeben, die Menge 
war so bemessen, daff die Konzentration 1 : 10.000 betrug. In keinem Fall 
konnte eine Anderung der Sauerstoffaufnahmezeit gegeniiber den Kontroll- 
werten festgestellt werden. 


5. Manometrische Sauerstoffmessungen 


Zum Vergleich und als Erganzung zu den elektrochemischen Messungen 
wurden manometrische Sauerstoffbestimmungen an Hefesuspensionen bei 
Zugabe der Farbstoffe Acridinorange und Methylenblau durchgefiihrt. 


a) Blindmessungen 


Die .,hefezelleeren“ Kontrollen ergaben, daf in keinem Fall die unter- 
suchten Farbstoffe Acridinorange und Methylenblau eine Sauerstoffkonzen- 
trationsanderung hervorriefen. Die manometrischen Anderungen der Kon- 
trollbarometer waren gleich denen des Thermobarometers. 


b) Versuche mit Acridinorange 


Bei den beschriebenen Versuchen erfolgte die Zugabe der Glucose-Farb- 
stofflésung 10 Minuten nach Versuchsbeginn. 

Bei einer Suspensionsdichte von 5-105 Zellen/mm? in Leitungswasser 
ergab das mikroskopische Bild eine stumpf graugriine Fluoreszenz. Im 
Dunkeln war die Sauerstoffaufnahme véllig normal, wie Abb. 2 belegt. 
Bei Belichtung ergab sich eine leichte Hemmung. 

Hellrote Fluoreszenz zeigte sich bei einer Suspensionsdichte von 
1-105 Zellen/mm*. Der Sauerstoffverbrauch wies hier auch im Dunkeln 
eine leichte Hemmung gegeniiber den Kontrollwerten auf. 

Eine gleiRend kupferrote Fluoreszenz trat bei den Konzentrationen 
3-104 und 1-104 Zellen/mm® auf. Wie aus Abb. 3 hervorgeht, ist be- 
reits im Dunkeln eine starke Hemmung des Sauerstoffverbrauches zu be- 


obachten. 
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Auch die manometrischen Versuche lassen also erkennen, daf mit ab- 
nehmender Suspensionsdichte (Anderung der Fluoreszenzfarbe der Zellen 











280 
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Abb. 2. Abb. 3. 


Abb. 2. Sauerstoffverbrauch (im Dunkeln) einer ungefarbten Hefesuspension von 
der Dichte 5-105 Zellen/mm* (—x—x—) und einer mit Acridinorange bis zur 
Griinfluoreszenz der Zellen angefarbten Hefesuspension gleicher Dichte (— 0 — 0 —). 


Abb. 3. Sauerstoffverbrauch (im Dunkeln) einer ungefiarbten Hefesuspension von 

der Dichte 3-10 Zellen/mm* (—x—x—) und einer mit Acridinorange bis zur 

gleifend kupferroten Fluoreszenz der Zellen angefairbten Hefesuspension gleicher 
Dichte (— 0 — o —). 


von Griin nach Rot) sich eine starker werdende Hemmung der Sauerstoff- 
aufnahme bemerkbar macht. Um einen Vergleich der einzelnen Versuche 


Tab. 17. Sauerstoffverbrauch von Hefezellen in Acridinorangelésung bei ver- 
schiedener Suspensionsdicite im Dunkeln in Prozenten der Kontrollversuche. 





Konzentration der 5-105 1-105 | 


| 3,3 +104 1-104 
Zellen/mm* | 








| 
Fluoreszenzfarbe ‘ | | gleiBend _— gleiBend 


hellrot 
der Zellen | | kupferrot kupferrot 


ens Sees “| 


O,-Verbrauch iri Pro- 
zenten der Kontrolle 











86,5 18,1 8,2 


zu ermdglichen, sind in Tab. 17 die Werte der Sauerstoffaufnahme in Pro- 
zenten der Konitrollwerte wiedergegeben. Die Atmungswerte vor der Farb- 
stoffzugabe sind in Abzug gebracht worden. 


120 min 
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Interessanterweise war bei einer Suspensionsdichte von 3-104 Zel- 
len/mm® und Rotfluoreszenz die Hemmung des Sauerstoffverbrauchs viel 
geringer, wenn die Glucose gleich bei der Beschickung der Trége der Hefe- 
aufschwemmung zugegeben wurde und die Farbstoffzugabe erst 30 Minuten 
nach Versuchsbeginn erfolgte. Wie aus Tab. 17 zu entnehmen ist, erreichte 
bei gleichzeitiger Glucose-Farbstoffzugabe der O,-Verbrauch nur 18,1% der 
Kontrolle. Wurde die Glucose aber 30 Minuten vor dem Farbstoff zugefiigt, 
betrug der O,-Verbrauch noch 56,8% der Kontrolle. 


c) Versucke mit Methylenblau 


Die Vorbehandlung sowie die Versuchsdurchfiihrung war bei den Me- 
thylenblauversuchen soweit als méglich der Methodik der elektrochemi- 
schen Sauerstoffbestimmung angeglichen. Die Hefe kam 20 Minuten lang 
in eine Methylenblaulésung von 
der Konzentration 1: 10.000 in 
Leitungswasser. Danach wurde 
sie gewaschen, anschlieBend in 





240 - Phosphatpufferlésung — suspen- 


0 


diert und in einer Dichte von 
3,3 -104 Zellen/mm3 zur Messung 
verwendet. 

In dem Dunkelversuch zeigte 
der Sauerstoffverbrauch keine 
Anderung im Vergleich zu den 
Kontrollwerten. Bei Belichtung 
war aber anfangs der Sauer- 
stoffverbrauch gesteigert und 
nach 90 Minuten trat eine Hem- 
mung auf (Abb. 4). 


6. Besprechung der Er- 
gebnisse 











0 20 40 60 80 100 120min Aus den Farbeversuchen mit 
Abb. 4. Sauerstoffverbrauch (bei Belichtung) A es 85 a 
einer ungefarbten Hefesuspension von der tia aenties : he peli: 4 
Dichte 3-10 Zellen/mm? (—x—x—) und einstimmung mart den Ergeb- 
einer 20 Minuten lang vor Versuchsbeginn in "!SS€M von Bogen (1953) her- 
Methylenblaulésung (1: 10.000 in Leitungs- VOT: daft es méglich ist, sowohi 
wasser) suspendierten Hefeaufschhwemmung _ bei lebenden als auch bei toten 
gleicher Dichte (— 0 — 0 —). Hefezellen alle Ubergange von 
griiner zu roter Plasmafluo- 
reszenz zu erhalten. Diese Befunde stehen im Widerspruch zu den all- 
gemeinen Schluffolgerungen von Strugger (1949a). 

Andererseits lassen sich aber auch bei Einhaltung bestimmter Voraus- 
setzungen die Befunde von Strugger reproduzieren, d. h. es gelingt, 
die in einer Suspension vorhandenen lebenden Zellen griin und die toten 
Zellen rot zu fluorochromieren. Dafiir ist'es vor allem wichtig, da der 
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Farbstoff nicht im Uberschuf vorhanden ist. Nur darf man diesen Befund 
nicht verallgemeinern. Die differenzierte Anfarbung ist vergleichbar einem 
labilen Gleichgewichtszustand, der bei Farbstoffiiberschuf in einen stabilen 
Zustand iibergeht und zu einer Rotfluoreszenz saimtlicher Zellen fiihrt. 

Auch Bogen konnte gewisse Unterschiede zwischen lebenden und 
toten Zellen feststellen. Er vermutete jedoch, da auch zwischen leben- 
den Zellen auf Grund eines verschiedenen physiologischen Verhaltens 
Unterschiede im Farbstoffbindungsvermégen bestehen und _bezweifelt 
daher die Méglichkeit, mit Hilfe der Acridinorangefairbung lebende und 
tote Zellen unterscheiden zu kénnen. 

Durch quantitative Messungen der Farbstoffaufnahme bestitigt K 61- 
bel (1947) eine Abhangigkeit der Farbstoffaufnahme vom Alter der Hefe- 
zellen. Nach K61bel1 nimmit eine ,,frische lebende“ Hefesuspension 0,5%, 
eine ,altere lebende“ Suspension dagegen 3,3% an Acridinorange auf. 

Bei K 61 bel finden sich ebenfalls quantitative Angaben iiber die Farb- 
stoffspeicherung von verschieden abgetéteten Hefezellen. In Abhangigkeit 
vom Fixierungsmittel ergeben sich Differenzen in der Farbstoffaufnahme. 
Farberische Unterschiede werden dagegen nicht beschrieben. Diese konnten 
jedoch bei den eigenen Versuchen mit verschieden abgetiéteten Hefezellen 
festgestellt werden. Nach K 61 bel nehmen hitzegetétete Hefezellen weni- 
ger Farbsioff auf als alkoholfixierte Zellen. In Ubereinstimmung damit 
andert sich die Fluorochromierung alkoholfixierter Organismen zu hitze- 
getéteter von Rot nach Griin. Auch die Farbereihen von Me (1956) ver- 
deutlichen, daf{ bei der Fluorochromierung mit Acridinorange eine Abhian- 
gigkeit vom Fixierungsmittel besteht. 

Als Grund fiir diese Beeinflussung der Farbbarkeit durch verschiedene 
Abtétungsmittel mu& man mit Drawert (1937) annehmen, daf durch 
unterschiedliche Fixierungen Verschiebungen des IEP zustande kommen, 
welche ein verschiedenes Farbstoffbindungsvermégen des Plasmas bedingen, 
aber auch die unterschiedliche Beeinflussung der Dichte des Plasmas wird 
eine Rolle spielen. 

Eine verschiedene Anfarbung mit Acridinorange kann also bei Farb- 
stoffmangel auftreten, wenn das relative Farbstoffbindungsvermégen des 
zu untersuchenden Materials unterschiedlich ist. Da aber nicht nur zwi- 
schen lebenden oder toten Zellen untereinander Unterschiede im Farbstoff- 
bindungsvermégen bestehen kénnen, ist es nicht méglich, auf Grund ver- 
schiedener Fluoreszenzfarben ohne weiteres Aussagen iiber den Lebens- 
zustand der einzelnen Zellen zu machen. 

Die Befunde der einzelnen Autoren iiber die Acridinorangefarbung — so 
widersprechend sie auch scheinen mégen — kénnen durch das aufgezeigte 
Verhalten erklirt werden. Wurden unierschiedliche Fluorochromierungen 
lebender und toter Zellen (Strugger 1940; 1949a, b; Héfler 1947a; 
Johannes 1950; Kélbel 1947; Staudenmayer 1950) erzielt, so muf 
man mit Bogen annehmen, daft bei Farbstoffmangel gearbeitet worden 
ist, wobei man allerdings nur sagen darf, die farberischen Differenzen 
kénnen durch Unterschiede wie ,,lebend* und ,,tot“ hervorgerufen worden 
sein. Konnten dagegen bei Acridinorangefarbungen keine verschiedenen 
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Fluorochromierungen (Gartner 1943; May 1948; Stickel und Gart- 
ner 1943) festgestellt werden, so ist wahrscheinlich bei Farbstoffiiberschuf 
gearbeitet worden. Diese Vermutung wird gestiitzt durch die in allen Fal- 
len beobachtete Rotfluoreszenz. Bucherer (1943), Janke (1946) und 
Stockinger (1949) haben sowohl bei Farbstoffmangel als auch bei 
Farbstoffiiberschuf gearbeitet. Einen Unterschied im Farbstoffbindungs- 
vermégen (Fluoreszenzfarbe) auf Grund eines verschiedenen physiologischen 
Verhaliens findet bei lebenden Zellen Schimmelfeder (1949 und 
1950) und bei toten Zellen HOfler (1947 b). 

Die Sauerstoffmessungen acridinorangegefarbier Zellen lassen erken- 
nen, daf die Giftwirkung des Farbstoffes konzentrationsabhingig ist. 
Griinfluorochromierte Zellen zeigen selbst nach 48stiindiger Farbezeit nur 
eine geringe Hemmung der Sauerstoffaufnahme, dagegen wird bei rot- 
fluorochromierten Zellen die Sauerstoffaufnahme sofort unterbunden. Aus- 
waschen eines Teils des Farbstoffes hebt nach kurzen Farbezeiten die 
Blockierung der Sauerstoffaufnahme fast véllig auf. Bei langerer Farbe- 
zeit nimmt jedoch die Schadigung zu und fiihrt schlieflich zum Absterben 
der Zellen. 

Unterschiedliche Befunde iiber die schadigende Wirkung des Acridin- 
orange (toxische Wirkungen werden beschrieben von: Bogen 1953; Bo- 
gen und Keser 1954, Bogen und Elste 1955, Borchert und 
Helmcke 1950, Stein 1953, Weissmann 1953; dagegen halten den 
Farbstoff fiir unschadlichh: Strugger, Kélbel 1947, Bukatsch und 
Haitinger 1940, Johannes 1950, Staudenmayer 1950) kénnen 
durch die Konzentrationsabhangigkeit der Giftwirkung erklart werden. 

Bei Untersuchungen iiber den Einflu® von Acridinen auf die Atmung 
stellen Dele y, Peeters und Massart (1947) sowie O'Conner (1949) 
ebenfalls eine Abhangigkeit von der Konzentration fest. Bogen und 
Elste (1955) dagegen finden fiir Acridinorange eine Atmungshemmung 
bei Hefezellen, die unabhangig von der Konzentration des Farb- 
stoffes ist. 

Eine photodynamische Wirksamkeit des Acridinorange konnte bei rot 
fluorochromierten Zellen beobachtet werden, bei griin fluorochromierten 
Zellen dagegen nur bei den manometrischen Messungen. Dies ist vielleicht 
dadurch zu erklaren, daff bei den manometrischen Messungen eine wesent- 
lich langere Lichteinstrahlung stattgefunden hat. Schadigungen bei Licht- 
einwirkung nach Acridinorangebehandlung wurden ebenfalls beobachtet 
von v. Tappeiner und Jodlbauer (1907) sowie Borchert und 
Helmcke (1950). 

Wie in der Literaturiibersicht hervorgehoben wurde, haben die Unter- 
suchungen mit Berberinsulfat iibereinstimmend eine Atmungshemmung bei 
den einzelnen Objekten ergeben. Bei den Versuchen mit Daucus und 
Lagarosiphon konnte dies gleichfalls beobachtet werden. Bei den Hefever- 
suchen ergibt sich jedoch insofern eine Abweichung, als hier die Hemmung 
der Sauerstoffaufnahme im umgekehrten Verhaltnis zur Farbstoffkonzen- 
tration steht. Dies Verhalten weicht auch von dem in der Literatur fiir Hefe 
beschriebenen ab (Meissel, Pomotschnikowa und Schawlow- 
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ski 1950; Zurzycki und Zurzycka 1955). Zur Klarung miissen noch 
weitere Untersuchungen abgewartet werden. 

Die Wirkung des Methylenblaus auf die Sauerstoffaufnahme ist bei den 
einzelnen Objekten unterschiedlich. Die in der Literatur beschriebene Fér- 
derung der Atmung konnte nur bei den Versuchen mit Daucus fesigestellt 
werden. Bei Hefe und Lagarosiphon war der Farbstoff im Dunkeln ohne 
Einflu® auf die Sauerstoffaufnahme. Es besteht die Méglichkeit, daf der 
Farbstoff hier nicht in die Zellen eingedrungen ist. Lichtmikroskopisch 
konnte bei den lebenden Hefezellen keine Farbstoffaufnahme durch das 
Cytoplasma beobachtet werden. 

Bei einem Vergleich der manometrischen Sauerstoffmessungen mit den 
elektrochemischen ergibt sich folgendes Bild. Die mit Acridinorange griin- 
fluorochromierten Hefezellen zeigen in beiden Fallen eine Sauerstoffauf- 
nahme, die den Zellen im ungefarbten Zustand gleichkommt. Bei rot- 
fluorochromierten Hefezellen ist der Sauerstoffverbrauch bei manometrischer 
Bestimmung stark gehemmt, bei elektrochemischer Messung dagegen vollig 
unterbunden. Diese Unterschiede sind gesichert und finden ihre Erklarung 
durch die Annahme, daft bei der elektrochemischen Bestimmung der Farb- 
stoff — bedingt durch den intensiven Riihrvorgang — eine starkere Wir- 
kung entfaltet. 

Fiir Methylenblau zeigen die Sauerstoffbestimmungen mit beiden Me- 
thoden eine gute Ubereinstimmung. Die bei den Lichtversuchen nach etwa 
80 Minuten einsetzende Hemmung der Sauerstoffaufnahme (vgl. Gick]- 
horn 1914 sowie Borriss 1937) wird elektrochemisch nicht erfaft, da 
die Sauerstoffaufnahmezeit nur etwa 20 Minuten betragt. 


Zusammenfassung 


Im ersten Teil der Arbeit werden an Hefezellen elektrochemische Sauer- 
stoffbestimmungen nach der Methode von Tédt bei Verwendung der 
Elektrodenkombination Eisen-Platin durchgefiihrt. 

Bei den Sauerstoffbestimmungen ergeben sich folgende Stérungen: 
Eine Konstanz des Ruhestroms kann nicht erzielt werden. Die Anwesen- 
heit von Organismen sowie die Zugabe von Farbstoffen fiihren unab- 
hangig vom biologischen Sauerstoffverbrauch zu einer Anderung der 
Amperewerte. 

Auf Grund der auftretenden Stérungen wird fiir den vorliegenden Fall 
die Aufnahme von Atmungs-Zeit-Kurven abgelehnt. 

Bei Bestimmung der Sauerstoffaufnahmezeit werden die stérenden 
Einfliisse ausgeschaltet. 


Im zweiten Teil der Arbeit wird eine Analyse der Acridinorangefarbung 
vorgenommen und dann der Einflu& von Farbstoffen auf den Sauerstoff- 
umsatz bei Hefe, Daucus carota und Lagarosiphon spec. untersucht. 

Die Farbeversuche mit Acridinorange an Hefezellen ergeben, daft eine 
anterschiedliche Fluorochromierung abhangig ist vom relativen Verhiltnis 
des Farbstoffbindungsvermégens der einzelnen Zellen zueinander, der ge- 
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botenen Farbstoffmenge und der Fiarbezeit. Eine unterschiedliche Fluoro- 
chromierung kann auf Grund verschiedener Lebenszustande der einzelnen 
Zellen zustande kommen. Eine farberische Unterscheidung lebender und 
toter Zellen ist jedoch nur unter bestimmten Bedingungen mdglich. 
Elektrochemische Sauerstoffmessungen werden an Zellen durchgefiihrt, 
die mit Acridinorange verschieden fluorochromiert worden sind. Bei griin 
fluoreszierenden Zellen tritt keine wesentliche Anderung der Sauerstoff- 
aufnahmezeit ein. Dagegen zeigen rot fluoreszierende Zellen eine Hem- 
mung der Sauerstoffaufnahme. Nach langerer Farbstoffeinwirkung werden 
die Zellen abgetétet. Es treten photodynamische Erscheinungen auf. 
Berberinsulfat und Methylenblau haben bei den einzelnen Objekten 
einen unterschiedlichen Einflu® auf die Sauerstoffaufnahme. 
Indigotetrasulfonat ist ohne Einflu& auf die Sauerstoffaufnahmezeit. 
Vergleichende und ergaénzende manometrische Sauerstoffbestimmungen 
werden beschrieben. 


Herrn Professor Dr. H. Drawert danke ich fiir die Anregung der 
Arbeit und Herrn Dr. H.-J. Kiister fiir wertvolle Hinweise. 
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Einleitung 


Durch die Arbeiten von Pringsheim (1854), Nageli (1855 a u. b), 
Bower (1883) und Gardiner (1888) ist bekannt geworden, daf der 
Protoplast der Pflanzenzelle bei der Plasmolyse an der Zellwand zuniachst 
haftenbleiben und beim Abheben Faden ziehen kann, und seit Hecht 
(1912) spricht man bei solchem Plasmaverhalten von der Bildung ,,Hecht- 
scher Faden“. Hecht hat festgestellt, da nach dem Einlegen von Zellen 
(Spirogyra und Epidermis von Allium cepa) in hypertonische Salz- oder 
Rohrzuckerlésungen der protoplasmatische Wandbelag zunichst bis auf 
die dreifache Starke anschwellen konnte und daft erst dann im zweiten 
Schritt das Abheben des Protoplasten von der Zellwand begann. Er be- 
tonte ausdriicklich, daf dieses Abheben kein Losreiffen des Plasmas von 
der Zellwand war, sondern da das Plasma in sich zerriff, woran alle 
Schichten des protoplasmatischen Wandbelages beteiligt sein konnten. Die 
Verbindung zwischen dem konirahierten Protoplasten und den Plasma- 
resten an der Zellwand wurde bis zur beendeten Plasmolyse durch aus- 
gezogene Plasmafaden aufrechterhalten. In neueren Abbildungen (z. B. 
Strugger 1949) findet man die Konkavplasmolyse und die Krampf- 
plasmolyse im Gegensatz zur Konvexplasmolyse mit dem Fadenziehen des 
Plasmas dargestellt. Die Bilder vermitteln den Eindruck, als ob die Faden 
zustande kimen, weil die Kohasion des Protoplasten die Adhasion an ein- 
zelnen Stellen der Zellwand nicht ganz zu iiberwinden vermége. 

Hecht (1912) hat das Entstehen der Plamafaden etwas unklar be- 
schrieben. In der Zusammenfassung seiner Abhandlung ist zu lesen: ,,In- 
folge des ZerreiRungsvorganges werden Plasmafaden in grofer Anzahl 
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zwischen der Zellwand und dem sich kontrahierenden Protoplasten aus- 
gezogen.” Seine Beschreibung der Vorgange, die sich beim Beginn der 
Plasmolyse abspielen, lat aber auch eine andere Vorstellung der Dinge 
aufkommen. Er schrieb: ,,Beim Beginne des Zuriickweichens des Plasma- 
leibes sieht man zwischen diesem und der Zellwand Protoplasma sich 
flachenhaft ausbreiten. Nach kurzer Zeit treten in dieser homogen erschei- 
nenden Verbindungsmasse kleine blasenartige Gebilde auf. Diese Blaschen 
vergréRern sich mehr und mehr, bis schlieflich im weiteren Verlaufe der 
plasmolytischen Kontraktion das bisherige Bindeglied zwischen Zellwand 
und zuriickweichendem Protoplasma vollstandig zerreift. Wahrend sich 
dieser Vorgang abspielt, werden — bei hoher Einstellung — in der oberen 
Flachenansicht der Zelle an verschiedenen Stellen ebenfalls gréRere und 
kleinere Blasen teilweise einzeln, teilweise in gréRerer Anzahl beisammen 
sichtbar. Fast gleichzeitig hebt sich das Zellinnere — besonders stark an 
den Rindern — von der Zellwand auf einigen gréReren Strecken ab, wiah- 
rend es an anderen Stellen mit derselben verbunden bleibt. Die Blasen 
und Blaschen verschwinden meist mit fortschreitender Plasmolyse.* 

Es ist in dieser Darstellung unklar, ob der Raum zwischen dem kon- 
trahierten Protoplasten und der Zellwand durch ein Gréferwerden dieser 
Blaschen, d. h. durch Vakuolisierung, zustande kam oder ob das Plasma 
nachher wirklich zerrif, wie es Hecht in. seiner Abhandlung wiederholt 
betont hat. Weiter ist unklar, ob die Plasmafaden durch die Adhiasion 
zwischen Plasma und Zellwand wiahrend des Zerreiffens entstanden sind 
oder ob sie aus Plasmabriicken und -lamellen, wie sie das vakuolisierte 
Protoplasma gewoéhnlich hat, durch weiteres Dehnen und teilweises Zer- 
reifen zustande gekommen sind. Diese zweite Vorstellung von den Dingen 
gewinnt man durch das, was Hecht an einer anderen Stelle seiner Arbeit 
geschrieben hat: ,,Bei der Schilderung der ersten Stadien der Plasmolyse 
ist gezeigt worden, wie das anfangs stark gedehnte Plasma bald in seinem 
Inneren Blaschen, Vakuolen entstehen lat, die durch ihre Ausdehnung 
bei der Zerreiffung des Plasmabelages die Hohlraume zwischen Plasma- 
kérper und Zellwand bilden.“ Wenn so der Raum zwischen dem kontra- 
hierten Protoplasten und der Zellwand wirklich durch Ausdehnung der 
Vakuolen einer aufferen vakuolisierten Plasmaschicht entsteht, dann ist 
der Schlu& berechtigt, dafR die Plasmabezirke zwischen den Vakuolen 
auch in fortgeschrittenen Stadien der Plasmolyse erhalten bleiben und den 
Raum mehr oder weniger in Form von Lamellen oder Faden durchziehen 
kénnen. Die Hechtschen Faden waren dann wie die Cytoplasmastrange 
zu beschreiben, die in parenchymatischen Zellen durch die Zentralvakuole 
hindurch gespannt sind. 

Zu der gleichen Auslegung ist man auch durch die Beobachtungen von 
Chodat und Boubier (1898) an Sekrethaaren von Primula sinensis 
veranlaft. Hier waren die Hechtschen Faden bei Plasmolyse in den 
auferen peripheren Teilen keine Faden, sondern winzige Bander oder La- 
mellen, die in der Aufsicht auf die Zellen vieleckige Blaschen darstellten, 
welche in ihrer Gesamtheit ein wabenartiges Bild ausmachten. Was 


Chodat und Boubier so beschrieben haben, spricht nicht fiir ein Ab- 
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heben und Fadenziehen des Protoplasten wahrend der Plasmolyse, sondern 
fiir ein Vakuolisieren der auferen Zytoplasmaschichten. 

Kotte (1915), Walter (1923) und Ulehla (1926) haben von einer 
Plasmolyse bei Meeresalgen berichtet, bei der sich der Protoplast der Zelle 
nicht wie bei einer normalen Plasmolyse von der Zellwand abhob. Die 
Kontraktion der Zentralvakuole wurde durch eine entsprechende Quellung 
innerer Teile der Zellwand kompensiert, so daf das Volumen der ein- 
zelnen Zelle konstant blieb. Erst sehr viel spater konnte bei einzelnen 
Algen ein direktes Abheben des Protoplasmas von der Zellwand erreicht 
werden, bei anderen Algen trat es niemals ein. 

Ob nun bei der Plasmolyse der Pflanzenzelle nach Hecht (1912) Plas- 
mateile anschwellen, d. h. quellen, und dann vakuolisieren und zerreifend 
Faden ziehen oder ob nach Kotte (1915), Walter (1923) und Ulehla 
(1926) Membranteile quellen, bevor sich der Protoplast von der Zellwand 
abhebt und eventuell Faden zieht, in jedem Fall ist es zur Zeit noch un- 
klar, ob die Hechtschen Faden in allen Fallen an der Zellwand haftende 
restliche Verbindungen des Protoplasten zur Zellwand sind oder ob sie 
auch Plasmabriicken oder Plasmalamellen auferer Teile des Protoplasten 
sein kénnen, die bei der Plasmolyse quellen und vakuolisieren. 

Die Unklarheiten iiber das Wesen der Hechtschen Faden waren ein An- 
laf, neue Untersuchungen iiber dieses Plasmaverhalten anzustellen. Als 
geeignetes Objekt fiir diese Versuche haben sich die Epidermiszellen der 
Blatter des Seegrases (Zostera marina L.) erwiesen. 


Versuchsmaterial 


Einen Teil der Versuche fiihrte ich im April des Jahres 1956 an der 
Biologischen Forschungsanstalt Hiddensee mit Zostera-Pflanzen durch, die 
am Weststrand der Insel bei Kloster in geniigender Menge zu finden waren. 
Ich setzte die Untersuchungen im Marz 1957 in Jena mit Zostera-Material 
fort, das im Februar 1957 bei Greifswald gesammelt und nach Jena ge- 
bracht worden war, wo es im Kiihlschrank bei 5 C in Standortwasser einige 
Wochen lang frisch erhalten werden konnte. 

Da sich die obere und die untere Epidermis, die das unmittelbare Ver- 
suchsobjekt waren, bei den Untersuchungen gleichartig verhielten und sich 
auch durch cytologische Merkmale nicht voneinander unterschieden, brauchte 
auf eine gesonderte Untersuchung der beiden Epidermen kein Wert gelegt 
zu werden. Ich benutzte zuniachst altere Blatter, die 30 bis 50 cm lang waren, 
und von diesen nur die ersten 10 bis 15cm von der Blatispitze aus ge- 
rechnet. Sodann verwandte ich sehr junge Blatter von 0,5 bis 3cm Lange. 
Die Zellen der jungen Blatter waren sowohl fiir Wasser als auch fiir Salze 
leicht permeabel, was sich dadurch bemerkbar machie, daf nach Einlegen 
der Blatteile in eine hypertonische Salzlésung (KCI, CaCl,) die perfekte 
Plasmolyse sehr schnell eintrat. Die Protoplasten der alteren Blatter waren 
dagegen viel weniger permeabel. Mit den Epidermiszellen dieser Blatter 
konnte die perfekte Plasmolyse erst nach 10 bis 20 Minuten erreicht werden, 
und zur Deplasmolyse bedurfte es 12 bis 24 Stunden; bei vielen Zellen trat 
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iiberhaupt keine Deplasmolyse ein. Die Epidermiszellen vom Grunde der 
Blattspreite alterer Blatter verhielten sich im Plasmolyseversuch wie die 
Epidermiszellen junger Blatter. 

Die Blatter waren im allgemeinen so flach, daft sie ohne weiteres nach 
Zerschneiden in etwa 5mm lange Stiicke als Ganzes mit einer Olimmersion 
bei 1350facher Vergréferung untersucht werden konnten. 

Die Epidermiszellen des Seegrases haben eine GréRe von durchschnitt- 
lich 20 X 30 ~ und die Zellwande sind von Zelle zu Zelle etwa 1 bis 24 
stark. Die Dicke des plasmatischen Wandbelages konnte bei den meisten _ 
Zellen nicht eindeutig festgestellt werden, weil die Chloroplasten hinder- 
lich waren. Erst wenn es durch Plasmolyse zu einer systrophischen An- 
sammlung des Plasmas und der Chloroplasten in der Zellmitte kam und 
die Zentralvakuole an den Zellenden zu finden war, was unter geeigneten 
Bedingungen geschehen konnte, dann war eine wechselnd 1 bis 3 u starke, 
wandstandige Plasmaschicht zwischen Zentralvakuole und Zellwand zu 
erkennen. Die linsenférmigen Chloroplasten sind in den Epidermiszellen 
sehr junger Zostera-Blatier recht klein (2 bis 3 u) und in den Zellen alter 
Blatter sehr viel gréRer (bis 10 ~ Durchmesser). Die Zentralvakuole ist von 
einigen gut sichtbaren Plasmastrangen durchzogen, die sich dauernd be- 
wegen und ihre Form und Gréfe verandern. Der Zellkern liegt entweder 
zusammen mit den Chloroplasten im plasmatischen Wandbelag oder in 
einem der Plasmastringe der Zentralvakule. Er ist etwa 6 uv grof. 


Versuche 


Fiir die ersten Versuche benuizte ich als Plasmolytikum eine volumen- 
molare Lésung von Rohrzucker in Aqua dest. Die Epidermiszellen wurden 
sofort nach dem Einbringen der Blattstiicke in die Rohrzuckerlésung etwa 
eine Stunde lang beobachtet. Als erste Reaktion auf das Plasmolytikum 
trat eine systrophische Verlagerung der Plastiden und eines Teiles des 
Binnenplasmas, der die Chloroplasten unmittelbar umgab, nach der Zell- 
mitte hin ein, was aber nicht die einzige Veranderung in der ersten Reak- 
tion war. Gleichzeitig war eine Phasentrennung im Cytoplasma zu sehen. 
Vom Binnenplasma, das in der nicht plasmolysierten Zelle und auch in der 
plasmolysierten Zelle gleich grau erschien, war eine stark gequollene, 
leuchtend hell erscheinende, anscheinend stark lichtbrechende, periphere 
Plasmaschicht zu unterscheiden. Es ist dabei zweifelhaft, ob es sich bei der 
Systrophe und bei dem Erscheinen dieser auferen, gequollenen Cyto- 
plasmaschicht um einen direkien Plasmolyseeffekt handelt, denn beides 
konnte auch dann erzielt werden, wenn die Zellen in eine nicht plasmoly- 
sierende, hypotonische Rohrzuckerlésung gelegt wurden. Die Systrophe der 
Plastiden und des Plasmas ist also im Gegensatz zu der Ansicht von 
Germ (1933) hier bei diesem Objekt nicht die Reaktion auf das .,Los- 
lésen* des Plasmas von der Zellwand. 

Ein Abheben oder Loslésen des Protoplasten war wahrend der 
Systrophe und des Sichtbarwerdens der peripheren Plasmaschicht nicht 
eingetreten. Aber die Zentralvakuole schrumpfte. Dabei begannen das 
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Plasma und die Chloroplasten zu quellen; letztere nahmen ein Aussehen 
an, wie es in verstarktem Mafe durch Quellen mit Rhodaniden (Strug- 
ger 1947) zu erzielen ist, die Grana und die Lamellenstruktur der Chloro- 
plasten wurden gut sichtbar. 

Die periphere Plasmaschicht, die zwischen der Zellwand 
und dem Protoplastenteil der Zelle, der die Plastiden enthielt, sichtbar ge- 
worden war, nahm mit fortschreitender Plasmolyse, d. h. mit fort- 
schreitender Kontraktion der Zentralvakuole, durch 
Quellung mehr und mehr an Miachtigkeit zu und blieb 
mitihrerganzen Oberflachein Verbindung mit der Zell- 
wand. Die Plasmaschicht wardeutlich gegen das iibrige 
Plasma abgesetzt. Sie war mit nicht allzu vielen, aber 
recht groRen Spharosomen durchsetzt, Chloroplasten 
gab esin ihr nicht. In der nicht plasmolysierten Zelle unterschied sich 
die aufere Plasmaschicht nicht sehr vom Binnenplasma; aber schon 
dann, wenn man die Zellen in ein hypotonisches Medium brachte, quoll 
sie und erschien dann im mikroskopischen Bild leuchtend hell, wahrend 
das Binnenplasma seinen urspriinglichen grauen Farbton behielt. 

Bis hierher entsprach die Plasmolyse der Epidermiszellen von Zostera 
fast den Plasmolyseformen der Meeresalgen, wie sie Kotte (1915), Wal- 
ter (1923) und Ulehla (1926) beobachtet haben. Aber im Gegensatz zu 
dem, was diese Autoren beschrieben haben, war hier kein Quellen der 
Zellwand, sondern ein Quellen des Plasmas zu sehen, wie es auch Hecht 
(1912) beobachten konnte. Das Quellen war nur an der auferen plastiden- 
freien Cytoplasmaschicht festzustellen. Das innere, grau schattierte Cyto- 
plasma war von grofen Chloroplasten erfiillt, was eine Veranderung seines 
Quellungszustandes nicht gut erkennen lie&. Man konnte nur aus der Tat- 
sache, daff die Chloroplasten wahrend der Plasmolyse verquollen waren, 
vermuten, daf{ auch das innere Cytoplasma etwas starker gequollen war. 
Am auferen chloroplastenfreien Cytoplasma, das erst durch die Plasmolyse 
sichtbar wurde, konnie man dagegen die Anderung der QuellungsgréRe, 
die wihrend der Plasmolyse weiterging, sehr gut erkennen, weil dieser 
Protoplastenteil sich wie eine deutlich wahrnehmbare selbstandige Plasma- 
schicht, wie ein deutlich erkennbares, gegen das innere Cytoplasma ab- 
gegrenztes, selbstandiges Zellorganell verhielt. — Die Frage, ob es sich bei 
der klar abgegrenzten auferen Cytoplasmaschicht, die bei der Plasmolyse 
der Epidermiszellen von Zostera marina in Erscheinung trat, um ein viel- 
schichtiges Plasmalemma handelte oder ob man es mit dem Plasmalemma 
im Verein mit mesoplasmatischen Elementen zu tun hatte, kann noch nicht 
beantwortet werden. Ich nenne diese Plasmaschicht deshalb zunachst nur 
das ,,plastidenfreie Aufenplasma“ oder einfach das ,,Aufenplasma“. 

Schon bald nach dem Anfang der Plasmolyse, d. h. beim Schrumpfen 
der Zentralvakuole, waren in dem verquollenen Aufenplasma kleine Blasen 
oder Vakuolen zu erkennen (vgl. Abb. 1). Mit fortschreitender Plasmolyse, 
d. h. mit fortschreitender Kontraktion der Zentralvakuole im Binnenplasma, 
nahmen die kleinen Vakuolen im Aufenplasma an Zahl und an Gréfe zu. 
Dabei traten an der dem Zellinnern zugekehrten Seite des plastidenfreien 
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Aufenplasma die Vakuolen zuerst auf. Sie nahmen dort auch unverhiltnis- 
mafig schneller an Gréfe zu als die Vakuolen, die erst spiter an der Seite 
des Auffenplasmas erschienen, die der Zellwand zugekehrt war. Wahrend. 
des Heranwachsens dieses sekundiren Vakuoms vereinigten sich zundachst 
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Abb. 1. Plasmolyse an einer Epidermiszelle eines alten Blattes von Zostera 

marina L. a=unplasmolysierte Zelle. b und c=Beginn der Plasmolyse, Ent- 

stehung und Heranwachsen der sekundiéren Vakuolen im gequollenen plastiden- 

freien Aufenplasma unter gleichzeitiger Kontraktion und teilweisem Verschwinden 

des Zentralvakuoms. d= Perfekte Plasmolyse. Plasmolytikum = 1 vol.-mol. Rohr- 
zuckerlésung. 


wenige und spater mehr und mehr kleine Vakuolen zu einigen grofen. 
Die Scheidewande zwischen den grofen Vakuolen veranderten sich schlieB- 
lich zu wenigen schwachen oder stirkeren Plasmastrangen, die den Raum 
zwischen der Zellwand und dem kontrahierten inneren Protoplasten haupt- 
sachlich in radialer Richtung durchzogen. Diese Plasmastrange waren sehr 
haufig verzweigt, wobei die Verzweigungen, gegen die Zellmembran ge- 
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richtet, in der Mehrzahl an den zentrifugalen Enden der Strange auftraten. 
Nicht selten konnten Mehrfachverzweigungen, ja ganze Verzweigungs- 
systeme beobachtet werden. Bei schwach plasmolysierten Zellen waren die 
Plasmastriinge ziemlich dick (maximal 2). Bei starker plasmolysierten 
Zellen waren sie mehr gedehnt und diinner. 

Die Bilder solcher stark plasmolysierjen Zellen glichen dem Typ einer 
normalen Plasmolyse. Der innere Protoplast mit den Chloroplasten war 
stark kontrahiert und das plastidenfreie AuRenplasma hatte 
sich in Vakuolen und in eine grofe Anzahl radial ge- 
tichteter feinerer Strange sowie in eine der Zellwand 
und dem kontrahierten Binnenplasma aufliegende 
Plasmaschicht aufgegliedert. Nach diesem Befund kann ge- 
sagt werden, daft die Hechtschen Faden im Falle der Plasmolyse der Ep:- 
dermiszellen von Zostera marina Plasmastrange eines Vakuolensystems 
sind, das sich in einem plastidenfreien Aufenplasma der Zelle bildet. Und 
weiter kann gesagt werden, daft sich eine auRere Schicht des Protoplasmas 
der Epidermiszellen des Seegrases bei Plasmolyse nicht von der Zell- 
wand loslést. In solchem Fall bewirkt der Schwund der Zenitral- 
vakuole eine Minderung des Zellvolumens, die aber dem Raumverlust der 
Zentralvakuole nicht voll entspricht. Der restliche Teil des Raumverlustes 
der Zentralvakuole wird dadurch kompensiert, daf eine Quellung des 
Plasmas erfolgt, wobei ein Teil des aus der Zentralvakuole ausstrémenden 
Lésungsmittels aufgenommen werden muff. Das Lésungsmittel, das zum 
Ausgleich der osmotischen Driicke ausstrémen muf8, scheint im besonderen 
AusmaRe vom plastidenfreien Aufenplasma aufgenommen zu werden. 
Dabei muf, was noch zu besprechen sein wird, eine Elektrolytanreiche- 
rung im Aufenplasma stattfinden, durch die zunachst der erhdéhte 
Quellungsdruck und schlieBlich auch die Vakuolisierung zustande kommen 
kann. 

Es gibt Griinde, von meinen Beobachtungen vorerst nicht die Erklarung 
aller Erscheinungen Hechtscher Faden abzuleiten. Zunachst waren die 
Plasmafaden in meinen Versuchen im Gegensatz zu den Beobachtungen von 
Hecht (1912) weniger Faden als Strange, die den Plasmafaden, die 
Hecht dargestellt hatte, nur ahnlich waren. Sodann ist es ja bekannt, 
da die Plasmolyseformen nicht nur durch die Plasmolyse schlechthin und 
nicht nur von Eignungen der Zelle, sondern auch von den Charakteren der 
verwendeten Plasmolytika abhangig sind. 

Um in der Frage nach der Natur der Hechtschen Faden zu einem wei- 
teren Urteil zu kommen, unternahm ich Versuche mit verschiedenen anderen 
plasmolytisch wirkenden Substanzen. 

In einer volumen-molaren Kaliumrhodanidlésung war nur sehr kurz 
ein Quellen und Vakuolisieren des Aufenplasmas zu erzielen. Etwa zwei 
Minuten nach dem Beginn war die Plasmolyse schon wieder zuriickgegan- 
gen; das Kaliumrhodanid intrameierte und permeierte sehr schnell in die 
Zelle, was an dem starken Quellen und Aufblattern der Chloroplasten 
(vgl. Strugger 1947) zu erkennen war. Ein ahnliches, aber schwicheres 
Quellen der Chloroplasten war auch bei der Plasmolyse mit Rohrzucker 
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beobachtet worden (vgl. S. 77), was dabei nicht auf ein schnelles Intra- 
meieren des Plasmolytikums zuriickgefiihrt werden konnte. 

Verwandte ich eine volumen-molare Kaliumchloridlésung in dest. H,O, 
so war ein Vorgang wie bei der Plasmolyse mit Rohrzucker zu beobachten 
(vgl. S. 77). In der ersten Phase quoll das plastidenfreie Aufenplasma, 
und sehr rasch traten Vakuolen in dem gequollenen Aufenplasma auf, die 
sich vergréRerten und schlieRlich in der oben beschriebenen Weise durch 
Verschmelzen zu einem sekundiaren Vakuolensystem wurden. Unterschiede 
gegeniiber der Rohrzuckerplasmolyse bestanden nur darin, daft einmal der 
ganze Vorgang, die Bildung und das Wachsen der Vakuolen, sehr viel 
schneller vonstatten ging. Zum andern bildeten sich die Vakuolen schon 
bei einem geringeren Quellungsgrad des Auffenplasmas, und schlieRlich 
waren die Plasmastrange sehr viel feiner und diinner als bei der Rohr- 
zuckerplasmolyse. 

Uber das Wesen der Vakuolenbildung im Inhalte der Pflanzenzelle gibt 
es eine Anzahl von Hypothesen, aber keine sichere physikalische Theorie 
(vgl. Drawert 1955). In jedem Fall ist das Quellen und Vakuolisieren 
des plastidenfreien Auffenplasmas und iiberhaupt des Protoplasten die 
Folge einer Elektrolytwirkung auf ein mehrphasiges Kolloidsystem (B u n- 
genberg de Jong 1932), worauf ich in der Besprechung noch zuriick- 
kommen werde. 

In der Endphase der Plasmolyse mit Kaliumchlorid war das Aufen- 
plasma stairker vakuolisiert als bei der Rohrzuckerplasmolyse. Der Rohr- 
zucker intrameiert bekanntlich nur sehr langsam. Die feineren und diin- 
neren, mehr entquollenen Plasmastrange des vakuolisierten Aufenplasmas 
bei der Kaliumchloridplasmolyse miissen wohl im Gegensatz zu der Rohr- 
zuckerplasmolyse als starkere Elektrolytwirkung auf entquellende und 
»in die Oberflachen gehende“ Teile des Plasmas angesehen werden. 

Es war zu beobachten, daft bei Plasmolysen in verschieden konzentrierten 
Kaliumdhloridlésungen die Plasmastrange mit steigender Konzentration 
mehr und mehr erstarrten. In einer 1 vol.-mol. Lésung von KCl in Aqua 
dest. waren die Strange noch nicht sehr zahfliissig und die Spharosomen in 
ihnen und im iibrigen AuRenplasma waren in schwach zittriger Bewegung. 
In einer 1,33 vol.-mol. und in einer 2 vol.-mol. Lésung war eine verstarkte 
Viskositét der Strange im vakuolisierten Aufenplasma zu verzeichnen. 
Spharosomenbewegungen in den Strangen, wie sie durch die Molekular- 
bewegung erregt werden kénnen, waren nicht zu sehen. Es wurden aber 
die Strange durch die Molekularbewegung der Vakuolenlésung stark hin- 
und herbewegt. Eine 2,5 vol.-mol. Kaliumchloridlésung hatte die Substanz 
der Strange so weit entquollen, dai sie formbestandig und vollstandig fest 
waren. Ein Teil der Strange wurde wegen der geringen Elastizitat mit 
fortschreitender Plasmolyse zerrissen, so da die freien Enden dieser zer- 
rissenen Strange unter Beibehaltung ihrer Form durch die Molekular- 
bewegung gestofen hin- und herflatterten und -pendelien. Auch Hecht 
(1912) hat das freie Pendeln abgerissener Plasmafiaden gesehen. 

Benutzte ich zur Plasmolyse eine volumen-molare Calciumchloridlésung, 
so war zuniachst eine weniger starke Vakuolisierung des Aufenplasmas als 
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bei der KCl]-Plasmolyse zu beobachten. Die Stringe waren dicker und 
wegen der geringeren Dichte optisch weniger gut wahrnehmbar. Der Wand- 
belag und der Belag des kontrahierten Binnenprotoplasten waren starker 
gequollen. Dies steht im Widerspruch zu dem, was man eigentlich erwarten 
sollte, da namlich die Wirkung des Calciumions in einer intensiveren 
Entquellung der Strange des Aufenplasmas als bei Kaliumchloridplas- 
molyse zum Ausdruck kommt. Eine intensivere Entquellung trat auch ein, 
aber erst sehr viel spater, namlich erst 2 bis 3 Stunden nach dem An- 
fang der Plasmolyse. Es muf 


deshalb angenommen werden, Zellmembran 

da das Aufenplasma bei der 

Plasmolyse mit Calciumchlorid Dm 
y ieee | y ‘ Ons 


deshalb zunichst weniger als 
bei der Kaliumchloridplasmo- 
lyse vakuolisierte, weil das Cal- 
ciumion sehr viel langsamer als 


das Kaliumion eindrang. _— 


Fiir die bisher beschriebenen = v/rz/- 
Versuche verwandte ich alte, ‘””” 
etwa 30 bis 50cm lange Blatter 
des Seegrases. Junge Blatter, die 
0,5 bis 3cm lang waren, ver- Yim, = sehundires 
hielten sich im Plasmolysever- poet hl e ee 
such etwas anders. Bei vielen , plastiden- 
Zellen wurde das _ perfekte po aca 
Plasmolysestadium — _ gleich- 
giilltig welches Plasmolytikum 
zur Anwendung kam — schon 
nach wenigen Sekunden erreicht. 
Es muf daher geschlossen wer- 


den, daft die Permeabilitét des ahh, 2 Perfekte Plasmolyse einer Epidermis- 
Plasmas fiir Wasser in jungen elle eines jungen Blattes von Zostera ma- 
Blattern wesentlich gréRer war rina L. Plasmolytikum = 1 vol.-mol, Rohr- 
als in alteren Blattern. Das Lé- zuckerlésung. 

sungsmittel strémte bei der 

Plasmolyse jiingerer Blatter schneller aus der Zentralvakuole als bei der 
Plasmolyse dlterer. Der héheren Permeabilitat des Protoplasten war eine 
stirkere Quellbarkeit des Aufenplasmas parallel. Bei der Plasmolyse mit 
Rohrzucker war das Auffenplasma ungemein stark gequollen, und es ent- 
standen im weiteren Verlaufe der Plasmolyse nur wenige grofe Vakuolen 
in ihm (vgl. Abb. 2). (Hierbei ist zu beachten, da die Quellung eine 
Elektrolytwirkung sein mufte und daf der Rohrzucker die Elektrolyt- 
wirkung nicht nur nicht ausiiben, sondern auch nicht so schnell in die Zellen 
eindringen konnte.) Sieht man von der Begrenzung zwischen dem plastiden- 
freien Aufenplasma und dem plastidenhaltigen Innenplasma, wie sie in 
der Abb. 2 gezeichnet ist, ab und beriicksichtigt nur das gesamte Plasma, 
so gleicht das Bild dieser Plasmolyse sehr einer Konkav- oder einer Krampf- 

Protoplasma, Bd. XLIX/1 6 


plastiden- 
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plasmolyse (vgl. H6fler 1918). Ahnliche krampfartige Plasmolysebilder 
beschrieb Hifler (1930) von marinen Rotalgen, wobei er annahm, dak 
diese charakteristischen Plasmolyseformen ein Ausdruck der systematischen 
Stellung dieser Algen waren. 

Im Gegensatz zu der Plasmolyse in Rohrzuckerlésung war in einer 
1,3 vol.-mol. Kaliumchloridlésung an jungen Seegrasblattern ein Plas- 
molysebild zu erzielen, wie es, abgesehen von den Faden, die hier sehr 
gut zu sehen waren, als Konvexplasmolyse bekannt ist (vgl. Abb. 3). 
Zentralvakuole und Binnenplasma 
kontrahierten sehr schnell und 
stark. Es entstanden sehr viele 
zarte und zum Teil verzweigte 


/ Fiiden, die scheinbar die Verbin- 
dung zwischen dem Protoplasten 
; sekundéres und der Zellwand aufrechterhielten. 
| —fh poses Die Faden waren aber nicht aus 
plstiden- Adem Plasma gezogen und hafteten 
eens nicht an der Zellwand, sondern 
waren feine Strange des vakuoli- 
sierten Aufenplasmas. Die Teile, 
die den Wandbelag und den Belag 
feste der eS kontrahierten Protoplasten 
bildeten, waren deutlich zu sehen; 
der Belag des Protoplasten war 
dabei eine diinne chloroplastenfreie 
Schicht, die sich durch gr@éfere 
Helligkeit im mikroskopischen Bild 

vom Innenplasma unterschied. 
Plastiden Die Faden blieben, wie es schon 
Abb. 3. Perfekte Plasmolyse einer Epi- Hecht (1912) fiir Epidermiszellen 
dermiszelle eines jungen Blattes von von Allium cepa beschrieben hat, 
Zostera marina L. Plasmolytikum = nicht dauernd erhalten. Zum Teil 
1,3 vol.-mol. Kaliumchloridlésung. zerrissen sie nach einiger Zeit und 
wurden, sofern sie noch geniigend 
fliissig waren, vom Wandbelag oder vom Belag des Binnenplasmas einge- 
zogen. Wurden die jungen Blatter mit starker konzentrierten KCl-Lésungen 
(2 und 2,5 vol.-mol.) plasmolysiert, dann erstarrten nach dem Vakuolisieren 
des Aufenplasmas die Faden, wie ich es schon oben fiir alte Zostera-Blatter 
beschrieben habe. Die Faden konnten dann nach dem Zerreiffen nicht mehr 

eingezogen werden. 
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Bei der Plasmolyse der Epidermiszellen junger Zostera-Blatter mit einer 
1 vol.-mol. Calciumchloridlésung ergab sich zuniachst das gleiche Plasmolyse- 
bild wie bei der Verwendung von Rohrzucker. Die eigentliche Plasmolyse 
und das Quellen des plastidenfreien Aufenplasmas nach der Trennung 
vom plastidenhaltigen Innenplasma traten verhaltnismafig schnell in Er- 
scheinung. Das Vakuolisieren, d. h. das GréRerwerden der Vakuolen und 
das damit verbundene Entquellen und Sichtbarwerden der Plasmafiden 
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und der Plasmabeliage auf der Zellwand und auf dem kontrahierten Bin- 
nenprotoplasten, war aber im Gegensatz zur KCl-Plasmolyse verzégert 
zu sehen. Erst nach einiger Zeit, etwa nach einer halben Stunde, war im 
Aufenplasma ein starkeres Vakuolisieren zu bemerken. Es war wohl 
das CaCl, inzwischen in einer Menge eingedrungen, die das verstarkte 
Vakuolisieren bis zum Erstarren der Faden bewirken konnite. 


Ebenso wie die Plasmasirange des vakuolisierten Aufenplasmas mit 
den Hechischen Faden zu vergleichen sind, kénnen die Erscheinungen der 


Vakuolisierung mit Beschreibungen der Konkav -und Konvexplasmolyse 
verglichen werden. 


Was der Konkavplasmolyse dhnlich ist, kommt bei den Epi- 
dermiszellen junger Zostera-Blatter dann zustande, wenn ein Nichtelektro- 
lyt (Rohrzucker) als Plasmolytikum gebraucht wird oder wenn bei Ver- 
wendung eines Elektrolyten die Ionen desselben nur sehr langsam intra- 
meiern kénnen. Die Ionen des Plasmolytikums haben dann keinen grofen 
Einflu8 auf die Quellungszustinde aller Teile des Plasmas. Es stehen dann 
Auften- und Innenplasma hauptsiachlich unter dem Einfluf zelleigener Elek- 
trolyte. Das vakuolisierte AuBenplasma hat zunachst dicke Strange, in 
denen die Spharosomen wie im Wandbelag und im Belag auf dem Innen- 
plasma lebhaft bewegt werden. Intrameieren mit der Zeit lonen des plas- 
molysierenden Elektrolyten (CaCl,), dann verwandelt sich die Form aus 
einer Konkavplasmolyse in eine Konvexplasmolyse. 


Was der Konvexplasmolyse 4dhnlich ist, kommt sofort zu- 
stande, wenn ein Elektrolyt als Plasmolytikum verwendet wird, dessen 
Ionen schnell intrameieren, so daf die Quellungszustande des Aufen- und 
Innenplasmas schnell unter den Einflu& der Ionen des Plasmolytikums 
kommen. Das stark vakuolisierte Aufenplasma hat dann zarte, diinne 
Stringe und schwache Wandbelige, in denen die Sphairosomen nicht be- 
wegt werden, weil die plasmatische Substanz starker entquollen, d. h. mehr 
erstarrt und briichig ist. Das Innenplasma quillt weniger und konitrahiert 
stirker, so daf das Ganze aussieht, als ob der Protoplast sich allseits von 
der Zellwand ,abhebt“ und .Faden zieht*. Bei der Plasmolyse der Epi- 
dermiszellen von Zostera ist aber in jedem Falle, ob ,.Konkav-“ oder ,,Kon- 
vexplasmolyse“, zu sehen, da ffi das kontrahierte Innenplasma 
durch ein gequollenes und vakuolisiertes AuRenplasma 
mit der Zellwand in Verbindung bleibt und da® eine 
plasmatische Substanz des Auffenplasmas die Zell- 
wand und den inneren Protoplasten vollstandig be- 
deckt, daf also an keiner Stelle ein echtes Abheben zu- 
stande kommt. 


Setzt die Plasmolyse, d. h. das Kontrahieren der Zentralvakuole, ein, 
dann wirkt die damit verbundene Konzentrationserhéhung der zelleigenen 
Elektrolyte und wirken die eindringenden Elektrolyte des Plasmolytikums 
in jedem Falle — auch schon bei geringer Konzentration — auf die Quel- 
lungszustinde des Protoplasmas ein. In vielphasigen Kolloiden, wie die 
Zelle eines ist, braucht dies nicht in erster Linie eine Volumenabnahme 
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oder -zunahme, eine Entquellung oder Quellung des ganzen Kolloidsystems 
zu bedeuten. Die Anderung der Quellungszustande kann sich auch schon 
ohne grofe Volumenanderung des Ganzen in einer Phasentrennung aufern, 
wobei eine Phase entquellen und eine andere starker verquellen kann, 
indem letztere.das bei der ersteren frei gewordene Lésungsmittel auf- 
nimmt. So wird das Zustandekommen der sekundiéren Vakuolen im pla- 
stidenfreien Aufenplasma zu verstehen sein. 

Hier im Falle der Epidermiszellen von Zostera marina bewirkte das 
Plasmolytikum eine Wasserabgabe der Zelle, wodurch das Quellungs- 
gleichgewicht gestért wurde. Die Konzentrationserhéhung der Elektrolyte 
hatte zunichst eine Entquellung der Zentralvakuole und eine Quellung 
des Protoplasmas zur Folge. Parallel dazu kam eine Phasentrennung zu- 
stande, weil in dem Phasengemisch eine Phase zur Entquellung und die 
andere zur starkeren Hydratation, zur Verquellung, neigte. Hierdurch trat 
der Gegensatz von Auffenplasma und Innenplasma in Erscheinung. In 
einem weiteren Schritt erwies sich, daf das Aufenplasma auch noch ein 
Phasengemisch war, denn es teilte sich unter der Wirkung erhéhter Elektro- 
lytkonzentrationen wieder mindestens in zwei Phasen, die eine, die ent- 
quollen die Belage auf der Zellwand und auf dem Binnenprotoplasten sowie 
die fadigen Strukturen bildete, und die andere, die starker gequollen als 
das sekundére Vakuom zu erkennen war. 

Schnelles Aufnehmen hoher Konzentrationen des Plasmolytikums kann 
auch zum gleichmafigen Ent quellen aller dispersen Phasen des Aufen- 
plasmas fiihren, so daf es nicht zum Vakuolisieren kommen kann, was 
gut zu erkennen ist, wenn das Plasmolytikum einseitig eindringt. Bei 
Epidermiszellen, die unmittelbar an den Wundrand des Blattfragmentes 
grenzten, war der positive Plasmolyseort stets dem Wundrand zugekehrt, 
wenn mit Rohrzucker- oder mit Calciumchloridlésungen (1 vol.-mol.) plas- 
molysiert wurde, weil diese Plasmolytika nur langsam eindrangen. Bei 
Plasmolyse mit dem schneller eindringenden Kaliumchlorid war der posi- 
tive Plasmolyseort dagegen der Wunde abgekehrt. Das Kaliumchlorid 
drang zweifellos so schnell in das Plasma ein, daf es auf der Seite des 
hauptsachlichen Eindringens, auf der Wundseite, auf alle dispersen Phasen 
des Aufenplasmas entquellend wirkte. Das Aufenplasma und auch das 
innere Plasma konnten deshalb keine gréferen Mengen Hydratationswasser 
aufnehmen, so daft auch keine nachfolgende Entquellung einzelner Phasen, 
d. h. keine Vakuolenbildung, einsetzte. Zur Quellung und Vakuolisierung 
des Auffenplasmas konnte es nur an der Seite der Zelle kommen, wo das 
Kaliumchlorid langsamer hingelangte, an der also vorerst ein Quellen 
méglich war. Im anderen Fall, bei der Plasmolyse mit Rohrzucker- oder 
Calciumahloridlésungen, drangen die Stoffe langsamer in die Zelle ein, 
wodurch an der Seite des vornehmlichen Eindringens, an der Wundseite, 
ein Quellen des Plasmas und ein Vakuolisieren des Aufenplasmas zu- 
stande kommen konnte, die Vakuolenbildung also hier zuerst auftreten 
mufte und der Protoplast sich hier zuerst ,,abhob*. 

Um die Deplasmolyse beobachten zu kénnen, plasmolysierte ich Stiicke 
alter Blatter von Zostera 1 Stunde lang in einer volumen-molaren Rohr- 
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zuckerlésung. Anschliefend iiberfiihrte ich die Objekte in der Rohrzucker- 
lésung auf einen Objekttrager und untersuchte zunachst den Grad der Plas- 
molyse. Ich war dadurch in der Lage, vor dem Beginn der Deplasmolyse 
eine einzelne Zelle herauszusuchen, die gut plasmolysiert war und bei der 
auch die Hechtschen Faden und der Belag der Zellwand gut sichtbar waren. 
Dann fiihrte ich seitlich am Deckglas Meerwasser zu und saugte an der an- 
deren Seite die iiberschiissige Rohrzuckerlésung mit Filtrierpapierstreifen 
ab. In dieser Weise konnte ich den ganzen Verlauf der Deplasmolyse an 
einer einzelnen geeigneten Zelle verfolgen. 

Etwa eine Minute nach dem Hinzufiigen des Seewassers bildeten sich 
an einzelnen Stellen der Auffenplasmateile, die den Belag der Zellwand 
bildeten, eine Menge sehr kleiner 
Vakuolen. Diese kleinen Vakuolen seluadives Valvon 


. . Ges plastidentreren 
a ‘ ? a lastiden tr 
lésten sich alsbald nach innen, in die yea Auhenplasmas 
o- \ 
groéReren Vakuolen des Aufenplas- \ 


mas hinein, von dem Wandbelag los 

und schwammen dann als selbstin- 

dige kugelige Gebilde im sekunda- 

ren Vakuom des Aufenplasmas um- 

her; sie verschwanden dort, indem 4 
sie wie Seifenblasen zerplatzten. mr 
Mitunter war auch ein Aufschau- 

men des Belages der Zellwand zu A 

beobachten (vgl. Abb. 4). Wenn die Abb. 4. Beginnende Deplasmolyse an 
kleinen Vakuolen dieses Schaumes_ einer Epidermiszelle eines alten Blattes 
an die Grenze zum sekundiren Va- von Zostera marina L. nach Plasmolyse 
kuom des AuRenplasmas gelangten, im 1 vol.-mol. Rohrzuckerlésung. De- 
zerplaizten sie, und ihr Inhalt er- plasmolytikum = Seewasser. 

goR sich in die grofen Vakuolen. 

Dieser Vorgang verursachte zunichst keine Volumenabnahme des 
vakuolisierten Aufenplasmas, wie man es bei einer Deplasmolyse erwarten 
sollte, es trat vielmehr mitunter eine schwache Volumenzunahme ein. Erst 
nach 20 bis 30 Minuten konnte ein Riickgang der plasmolytischen Kontrak- 
tion des Protoplasten und ein Schwinden der Vakuolisierung des Aufen- 
plasmas erzielt werden; bis zur perfekten Deplasmolyse wahrte es jedoch 
12 bis 24 Stunden. Erst nach etwa 36 Stunden war das Aufenplasma wieder 
als selbstandiges Zellorganell verschwunden und die Chloroplasten hatten 
ihre normale wandstiandige Stellung wieder eingenommen. 

Nach einer Plasmolyse mit einer volumen-molaren Kaliumchloridlésung 
verlief die Deplasmolyse der Epidermiszellen alterer Zostera-Blatter ahn- 
lich wie nach Rohrzuckerplasmolyse. Ein Unterschied bestand nur darin, 
da der Zellwandbelag des Aufenplasmas nach KCl-Plasmolyse bei der 
Deplasmolyse nicht aufschaiumte, sondern daft sich in ihm wenige, aber 
groRere Vakuolen bildeten, die sich nach einer Zeit des Wachstums in der 
Art pulsierender Vakuolen in den Raum der sekundaéren Vakuolen des 
plastidenfreien Aufenplasmas entleerten. 

Anders verlief die Deplasmolyse in den Epidermiszellen der jungen 
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Blatter von Zostera marina. Sofort nach dem Hinzufiigen des Seewassers 
verminderte sich das Volumen des vakuolisierten AuRenplasmas, und schon 
nach einer Minute war die Plasmolyse vollstandig zuriickkgegangen. Nach 
Plasmolyse mit Kaliumchlorid wahrie die Deplasmolyse etwas linger als 
nach Plasmolyse mit Rohrzucker oder mit Calciumchlorid. Bei Zellen mit 
hoher Permeabilitét, wie bei den Epidermiszellen junger Seegrasblatter, 
war also eine normale Deplasmolyse, d. h. ein unmittelbarer Riickgang der 
Kontraktion des inneren Protoplasten und ein Ausdehnen der Zentral- 
vakuole, gegeben. Bei geringer Quellbarkeit des Innenplasmas und der 
damit verbundenen geringen Permeabilitaét war eine anormale Deplasmo- 
lyse, namlich eine verzégerte Quellung der Zentralvakuole und besagte 
Vakuolen- bzw. Schaumbildung im Wandbelag des vakuolisierten AuBen- 
plasmas zu beobachien. 

Die bisher beschriebenen Versuche sind mit Rohrzuckerlésungen und 
Einsalzlésungen in Aqua dest. gemacht worden. Dies war notwendig, weil 
die Wirkungen einzelner plasmolytisch wirkender Stoffe auf das Plasmo- 
lysebild nicht in einem Stoffgemisch erkannt werden konnten. Man hatte 
daher mit einer vorlaufig nicht zu vermeidenden toxischen Wirkung dieser 
Lésungen zu rechnen. Es erschien deshalb nach Abschlu& der Hauptver- 
suche notwendig, sie unter Vermeidung dieser Fehlerquellen zu wieder- 
holen. Dies geschah mit Zostera-Material, das Ende Februar 1957 bei 
Greifswald gesammelt und nach Jena gebracht worden war, wo es in 
Standortswasser bei 5°C einige Wochen lang frisch erhalten werdea 
konnte. 

Es bestand einmal die Méglichkeit, die bei den ersten Untersuchungen 
angewandten Stoffe nicht in Aqua dest., sondern in Meerwasser zu lésen, 
wie es H6fler (1930, 1932) empfohlen hat. In einer Lésung von Glukose in 
Seewasser (1 vol.-mol.) traten lediglich in den Epidermiszellen der unteren 
Teile der Blattspreite, etwa an den ersten 10 bis 15cm, Plasmolysen auf. 
In den Epidermiszellen der iibrigen Blatteile bis zur Blattspitze konnten 
keine Plasmolysen, wohl aber starke systrophische Ballungen -der Chloro- 
plasten in den Zellmitten beobachtet werden. 

Die Plasmolyseform der plasmolysierten Zellen der unteren Teile der 
Blattspreite war schwach konkav, mitunter auch mehr konvex. Die Bildung 
der sekundaren Vakuolen im plastidenfreien Auffenplasma konnte hier 
nicht so gut beobachtet und in ihren Einzelheiten erkannt werden wie bei 
den Plasmolysen in Einsalzlésungen oder in reinen Rohrzuckerlésungen. 
Trotzdem muBte aber, obwohl es nicht an allen Zellen eindeutig erkannt 
werden konnte, aus der Form der Plasmolyse auf das Vorhandensein eines 
sekundiren Vakuolensystems geschlossen werden. Der Unierschied in der 
Dichte zwischen dem starker hydratisierten Vakuoleninhalt und der 
schwicher hydratisierten Phase, die die Hechtschen Faden und die Plasma- 
belage des kontrahierten Binnenprotoplasten und der Zellwand ausmachte, 
war beim Beginn der plasmolytischen Konitraktion so gering, daf der 
Prozef der sekundaren Vakuolenbildung unter dem Mikroskop nicht ver- 
folgt werden konnte. Fast in allen Fallen war aber nach Erreichen der 
perfekten Plasmolyse deutlich eine diinne Plasmaschicht sichtbar, die die 
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ganze F liche der Zellwand bedeckte und den ,,Plasmolysevorraum”“, d. h. das 
sekundére Vakuom, von der eigentlichen Zellwand trennte. 

In einer Seewasserlésung, die ein Mol Rohrzucker im Liter enthielt, 
traten im Gegensatz zu den im Jahre 1956 auf Hiddensee mit reinen Rohr- 
zuckerlésungen durchgefiihrten Versuchen schwach konkave bis konvexe 
Plasmolyseformen in den Epidermiszellen des Seegrases auf. Das sekun- 
dire Vakuom war von einigen nicht allzu gut sichtbaren Hechtschen Faden 
durchzogen. Auch hier bedeckte wieder eine gut sichtbare Plasmaschicht 
die Zellmembran. Aber auch bei Anwendung von reiner Saccharoselésung 
(1 vol.-mol.), wie sie bei den Hiddenseer Versuchen als Plasmolytikum ge- 
dient hatte, lie® sich kein anderes Plasmolysebild erzielen. Erst wenn ich 
der Rohrzuckerlésung bzw. der Rohrzuckerseewasserlésurig CaCl, in 0,05 
bis 0,15 molarer Konzentration zusetzte, erhielt ich wieder das gleiche fiir 
die Saccharoselésung und auch fiir die CaCl,-Lésung der Hiddenseer Ver- 
suche typische Plasmolysebild, wie es in Abb. 3 wiedergegeben ist. Die 
gleichen, recht grofen sekundaren Vakuolen mit den derben, wenig ent- 
quollenen Strukturen des vakuolisierten plastidenfreien Aufenplasmas zeig- 
ten sich auch dann wieder, wenn ich CaCl, in Seewasser in 1 vol.-mol. und 
% vol.-mol. Konzentration liste und die Seegrasepidermen in diesen Lésun- 
gen plasmolysierte. Diese stark konkave, oft auch krampfartige Plasmolyse 
scheint also bei Epidermiszellen von Zostera charakteristisch fiir Plasmo- 
lytika zu sein, die Calciumionen enthalten, und es bleibt zu vermuten, 
daf der fiir die Hiddenseer Versuche genommene Rohrzucker mit Calcium 
verunreinigt war, da dieses so typische Plasmolysebild sich damals auch 
in reinen Saccharoselésungen einstellte. 

Der Vorgang der sekundaren Vakuolisierung des plastidenfreien AuRen- 
plasmas der Seegrasepidermiszellen war in solchen Plasmolytika, die Ca- 
Tonen enthielten, im Gegensatz zu allen anderen Plasmolytika sehr gut zu 
verfolgen, weil meist eine recht dicke Schicht des in der plasmolysierten 
Zelle leuchtend hell erscheinenden Aufenplasmas an der Zellwand verblieb 
und weil auch die iibrigen Strukturen des sekundiren Vakuoms, die Va- 
kuolenwande, die aus ihnen wahrend der weiteren Kontraktion der Zen- 
tralvakuole entstehenden Hechtschen Faden und die Plasmaschichten, die 
das plastidenhaltige Binnenplasma bedeckten, recht derb ausgebildet und 
deshalb von Anfang an gut sichtbar waren. 

Es war weiterhin zur Auswertung der Versuchsreihe méglich, das Stand- 
ortswasser des fiir die Versuche benutzten Seegrases durch Kochen einzu- 
engen, um ein Plasmolytikum zu erhalten, welches dem natiirlichen Milieu 
des Seegrases in der qualitativen Zusammensetzung weitgehend glich. Man 
darf jedoch nicht annehmen, daf das Ionengleichgewicht der in solch ein- 
geengtem Seewasser plasmolysierten Zostera-Epidermen gegeniiber dem 
unplasmolysierten Zustand nicht verandert wiirde. Die Quellungen und 
Entquellungen verschiedener kolloiddisperser Phasen des Protoplasmas, wie 
sie hier in der Arbeit beschrieben werden, sind ja die Folgen einer Ver- 
ainderung des Ionengleichgewichtes, die bei jeder Plasmolyse schlechthin 
unvermeidlich ist. Das Ionengleichgewicht der Zelle ist ja ein Zustand, der 
sich aus spezifischen Dissoziationen und Assoziationen verschiedener ad- 
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sorbierter Kationen bzw. Anionen ergibt und der nicht nur von der quali- 
tativen Zusammensetzung, sondern auch von der Konzentration der Auften- 
lésung abhangig ist (vgl. A. Wartenberg 1956a, b, c). Jede Konzentra- 
tionsinderung schon der zelleigenen Elektrolyte, ob plasmolytisch durch 
einen Elektrolyten oder durch einen Nichtelektrolyten bedingt, greift in die 
Dissoziations- und Assoziationsverhaltnisse ein und andert das Ionengleich- 
gewicht. 

Ich engte Ostseewasser! auf ein Zehntel seines Volumens ein. Diese 
Stammldésung nahm ich einmal direkt als Plasmolytikum, sodann verdiinnte 
ich sie wieder so weit, daf fiinf- und dreifach konzentriertes Seewasser 
zustande kam. Die Plasmolyseformen in diesen drei Lésungen waren recht 
unterschiedlich: In dreifach konzentriertem Seewasser plasmolysierten die 
Seegrasepidermen etwa so, wie es bei den oben beschriebenen Versuchen 
mit 1 bis 2 vol.-mol. KCl-Lésungen in Aqua dest. zu sehen war. Die Form 
war annahernd konvex, soweit die ja sehr grofen Chloroplasten diese Form 
zuliefen, und zwischen dem konirahierten plastidenhaltigen Binnenproto- 
plasten und der Zellwand war ein sekundires Vakuolensystem ausgebildet, 
dessen Strukturen sehr zarte Hechische Faden und diinne plastidenfreie 
Plasmaschichten waren, die das plastidenhaltige Binnenplasma und die 
Zellwand bedeckten. 

In zehnfach konzentriertem Seewasser plasmolysierten die Zellen der 
Seegrasepidermen mehr mit konkaven, mitunter krampfartigen Formen, die 
sonst immer in den Plasmolytika aufgetreten waren, die Calciumionen ent- 
hielten. Die Zahl der Hechtschen Faden war wesentlich geringer als bei der 
Plasmolyse in dreifach konzentriertem Seewasser; das sekundire Vakuom 
bestand aus wenigen groften, weit in das Zellumen hineinragenden Vakuo- 
len, wodurch es vorkommen konnte, da zwischen den sekundiren Va- 
kuolen und der Zellwand oft noch Teile des plastidenhaltigen Binnen- 
plasmas zu liegen kamen, wie es etwa die Abb. 2 auf S. 81 veranschaulicht. 
Diese Plasmolyseformen waren den Erscheinungen bei Rotalgen ahnlich, 
wie sie Héfler (1930) beschrieben hat. Im Gegensatz zu H6 f ler méchte 
ich annehmen, daff sie mehr von der Art und Konzentration der einwirken- 
den Salzionen abhangig als ein Ausdruck der systematischen Stellung der 
Rotalgen sind. 

Bei der Verwendung von fiinffach konzentriertem Seewasser ergab sich 
eine schwach konkave Plasmolyse, die eine mittlere Form zwischen der 
Plasmolyse in dreifach und der in zehnfach konzentriertem Seewasser war. 
Es waren mehr Hechtsche Faden ausgebildet als bei der Plasmolyse in 
zehnfach konzentriertem Seewasser. Im Gegensatz zur Plasmolyse in drei- 
fach konzentriertem Seewasser war die Plasmolyseform aber konkav. 

Die verschieden konzentrierten Seewasser verursachten auch den Plasmo- 
lyseort unterschiedlich. Zehnfach konzentriertes Seewasser ergab in den 
Zellen, die dem Wundrand benachbart waren, der Wunde zugekehrte posi- 
tive Plasmolyseorte. In dreifach konzentriertem Seewasser waren die posi- 
tiven Plasmolyseorte dagegen der Wunde abgewandt, wahrend in fiinf- 


1 NaCl-Gehalt = 8,2%o. 
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fach konzentriertem Seewasser keine eindeutige Abhangigkeit des Plasmo- 
lyseortes vom Eindringungsort des Plasmolytikums zu erkennen war. 

Dreifach konzentriertes Seewasser verursachte also den Plasmolyse- 
ort genau so wie 1 bis 2 vol.-mol. Kaliumchloridlésung. Die Salze des See- 
wassers miissen von den Schnitirandern her so schnell in die Zellen ein- 
gedrungen sein, da sie ein gleichmaftiges Entquellen des ganzen Plasmas 
verursacht haben, wodurch eine Vakuolenbildung im plastidenfreien Aufen- 
plasma der dem Wundrand zugewandten Zellseite nicht mehr méglich war; 
bei erhdhier Konzentration scheinen die Salze des Seewassers wohl auf 
Grund einer erhéhten Assoziation an den Ampholyten des Plasmas und 
der damit verbundenen verminderten Beweglichkeit weniger schnell in das 
Plasma eindringen zu kénnen. Das plastidenfreie Aufenplasma kann also 
zunachst an der Seite, die nach der Schnittwunde zu liegt, quellen und des- 
halb in der Folge auch vakuolisieren, was ja ein weiteres Quellen einzelner 
‘Phasen bedeutet. Das zehnfach konzentrierte Seewasser wirkte somit auf 
den Plasmolyseort der Wundrandzellen wie die 1 vol.-mol. CaCl,-Lésung 
(vgl. S. 84). 

Die Versuche haben bisher gezeigt, da die plasmolytisch aktiven Sub- 
stanzen bei der Plasmolyse der Epidermiszellen des Seegrases mit sehr 
unterschiedlichen Geschwindigkeiten in das sekundire Vakuom des pla- 
stidenfreien Aufenplasmas einzudringen vermégen. Das Kaliumchlorid 
intrameierte sehr schnell, fast unmittelbar, waihrend das Calciumchlorid 
und der Rohrzucker hierzu wesentlich mehr Zeit benétigten. Dieses Ergeb- 
nis steht im Widerspruch zu der weit verbreiteten Ansicht, der Inhalt des 
bei der Plasmolyse zwischen der Zellwand und dem kontrahierenden Proto- 
plasten entstehenden ,,Vorraumes*, d. h. der Inhalt des hier beschriebenen 
sekundaren Vakuolensystems, ware sowohl in Hinsicht auf die Art der 
Zusammensetzung als auch beziiglich der Konzentration als Plasmolytikum 
anzusehen (vgl. Nageli 1855a u. b, de Vries 1877a, Brauner 1956, 
Stadelmann 1956). 

Es schien im Anschluf an die beschriebenen Versuche wiinschenswert, 
auch noch mit anderen Methoden nachzuweisen, ob das Plasmolytikum 
einen ,,Vorraum“ bildet oder ob in einem Aufenplasma ein sekundares 
Vakuom gebildet wird, bevor plasmolytisch wirkende Substanzen ins 
Innere der Zelle einzudringen vermégen. Es war naheliegend, die plasmo- 
lytisch wirkenden Lésungen mit einem Farbstoff, der die Zellwand un- 
gehindert passieren kann, zu versehen, um so direkt das Eindringen des 
Plasmolytikums durch die Zellwand und das Entstehen des ,, Vorraumes* ver- 
folgen zu kénnen. Der Farbstoff durfte natiirlich nicht auch in das Plasma 
eindringen und dieses oder gar die Vakuole anfarben kénnen. Wenn unter 
solchen Voraussetzungen das Plasmolytikum wahrend des Kontrahierens 
der Zentralvakuole als Ganzes durch die Zellwand dringt, wie es Brauner 
(1956) meint, dann muf ein gefarbtes Plasmolytikum den ,, Vorraum*“ sichtbar 
anfarben. Wenn dagegen ein Farbstoff, der die Zellwand zu passieren ver- 
mag, den vermeintlichen ,,Vorraum“ nicht anfarbt, dann muf ihm der Weg 
ir den Zellraum durch eine cytoplasmatische Substanz, in die er nicht ein- 
zudringen vermag, versperrt sein, und demzufolge muf dann der ,,Plasmo- 
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lysevorraum“ das Vakuom einer wahrend der plasmolytischen Kontraktion 
der Zentralvakuole verquollenen und vakuolisierten Phase des Plasmas, 
eben einer solchen versperrenden cytoplasmatischen Substanz sein. 

Basische Farbstoffe waren fiir diese Versuche ungeeignet, da sie schon 
von der unplasmolysierten Zelle aufgenommen und gespeichert werden. 
Saure Farbstoffe (Saiurefuchsin, Orange G und Eosin) konnten dagegen, 
wie ein Vorversuch zeigte, nicht in die unplasmolysierten Epidermiszellen 
des Seegrases eindringen. Hingegen muftten diese Farbstoffe entsprechend 
den Anschauungen von Brauner (1956) wahrend der plasmolytischen 
Kontraktion zusammen mit der hypertonischen Lésung durch die Membran 
hindurch in den ,, Vorraum“ gelangen kénnen, wenn ihre Molekiilgréfen das 
Eindringen durch die Micellarinterstitien der Zellulosemembran in die Zelle 
hinein nicht verhinderten. Daf dies in der Tat nicht der Fall war, zeigte 
der ungehinderte Durchtritt dieser sauren Farbstoffe durch die Zellwinde, 
wenn die Epidermiszellen des Seegrases mittels Hitze oder Alkohol ge- 
tétet worden waren. 

Die Versuche muften mit méglichst hohen Farbstoffkonzentrationen 
ausgefiihrt werden, damit bei einem etwaigen Eindringen des gefarbten 
Plasmolytikums in den durch die Plasmolyse entstehenden ,,Vorraum“ die 
Farbung der Lésung so intensiv war, da die Farbstoffe auch bei der ge- 
ringen Schichtdicke der Seegrasepidermis in dem ,, Vorraum“, in dem sekun- 
daren Vakuom, noch erkannt werden konnten, denn mit einer Adsorption 
der Farbstoffionen und mit der damit verbundenen Farbvertiefung durfte 
ja nicht gerechnet werden. 

Die sauren Farbstoffe Saiurefuchsin, Orange G und Eosin léste ich in 
1%iger Konzentration in Seewasser, welches auf ein Zehntel seines ur- 
spriinglichen Volumens eingeengt worden war. In diesen Lésungen plas- 
molysierte ich Blatistiicke des Seegrases etwa 5 Minuten lang, iibertrug die 
Stiicke dann auf Objekttrager und saugte mit Filtrierpapier die Lésung 
so weit ab, daff zwischen dem Deckglas und der Epidermis der Blattstiicke 
so gut wie keine Lésung zuriickblieb. Ich konnte dann feststellen, daf keiner 
der drei Farbstoffe durch die Zellwand hindurchgedrungen war; der .,Plas- 
molysevorraum”, das sekundare Vakuolensystem, war vollstandig farblos 
geblieben. 

Trotzdem hatten die Farbstoffe einen Einflu® auf das Plasmolysebild. 
In farbstofffreiem, eingeengten Seewasser (zehnfach konzentriert) hatten 
die Zellen der Seegrasepidermis eine Konkavplasmolyse (vgl. S. 88). Wur- 
den dem Plasmolytikum die oben angegebenen Farbstoffe in 1%iger Kon- 
zentration zugesetzt, dann ergab dieselbe Konzentration mehr eine Konvex- 
plasmolyse, so daf{ man nicht annehmen darf, die Farbstoffe wiirden iiber- 
haupt nicht von den Zellen aufgenommen. Es miissen jedoch so geringe 
Farbstoffmengen gewesen sein, die in die Zellen eingedrungen sind, da sie 
optisch nicht nachzuweisen waren. 

Unter der Annahme, daft der ,,Plasmolysevorraum“ ein System von Va- 
kuolen ist, das gegen die Zellwand durch eine Plasmaschicht abgedichtet 
ist, wird dieses Versuchsergebnis verstandlich. Das ganze sekundire Va- 
kuolensystem ist sowohl in seiner weniger hydratisierten Phase, den Hecht- 
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schen Fiiden und den Plasmabelagen auf dem kontrahierten Binnenproto- 
plasten und auf der Zellwand als auch in seiner stairker hydratisierten 
Phase, dem Inhalt der Vakuolen, eine kolloiddispers-wisse- 
rige Lésung, die Ionen und Molekiile nur so weit auf- 
nehmen kann, wie es auf Grund ihrer Eigenschaften als 
Adsorbens méglich ist. Die osmotisch aktiven Substanzen eines 
Plasmolytikums und auch zugesetzte Farbstoffe kénnen zwar von der kol- 
loiddispers-wiasserigen Lésung ,,sekundiares Vakuolensystem* aufgenommen 
werden; in welchem Ausmafe dies geschieht, dariiber entscheidet jedoch 
die Starke der Bindung von Adsorbens und Adsorbat, die Affinitat zwischen 
den kolloiddispersen Phasen des sekundéren Vakuolensystems einerseits 
und den intrameierenden Stoffen des Plasmolytikums andererseits, die sich 
ergebenden Dissoziationsverhaltnisse und der Zwang der Donnanschen Ver- 
teilung. Ware dagegen der ,,Plasmolysevorraum* hier bei den Epidermis- 
zellen von Zostera marina das gewesen, was man sich sonst darunter vorstellt, 
namlich ein Raum in der Zelle zwischen der Zellwand und dem plasmoly- 
tisch kontrahierten Plasma, der vom Plasmolytikum angefiillt ist, dann 
miiRten hier in diesen Versuchen die Farbstoffe ungehindert in den Raum 
eingedrungen sein, was nicht der Fall war. 


Besprechung der Ergebnisse 


Bower (1883) und Gardiner (1888) kamen in ihren Untersuchungen 
zu dem Ergebnis, daf die Plasmafaden, die spater Hechtsche Faden ge- 


nannt wurden, wahrend der Plasmolyse durch stellenweise Adhasion der 
Plasmagrenzschichten an der Zellwand zustande kommen. Nach Hecht 
(1912) handelt es sich dabei nicht um ein Haften an der Zellwand und um 
ein LosreiBen von derselben, sondern um ein Zerreiffen des Plasmas an 
sich, woran simtliche Schichten des Plasmas beteiligt sein sollen. Die Art, 
wie sich der Protoplast von der Zellwand loslést, ob in Konkav- oder Kon- 
vexplasmolyse, ist nach Weber (1924a und b, 1925) eine Funktion der 
Cytoplasmaviskositét. Im Gegensatz dazu meinten Scarth (1923, 1924) 
und Seifriz (1929, 1955a und b), da die verschiedenen Formen der 
Plasmolyse nicht durch unterschiedliche Viskositat, sondern lediglich durch 
unterschiedliche Adhision von Plasma und Zellwand bedingt sind. 

Bei der Plasmolyse der Epidermiszellen des Seegrases Zostera marina 
léste sich der Protoplast iiberhaupt nicht von der Membran. Die Vermin- 
derung des Zellvolumens war dabei geringer als das Schrumpfen der Zentral- 
vakuole. Demgemaf mufte der Protoplast quellen. Es quoll vornehmlich eine 
aiuRere Cytoplasmaschicht, die, durch die Plasmolyse verursacht, als pla- 
stidenfreies AuRenplasma in Erscheinung trat, schlieBlich vakuolisierte und 
den verhiltnismaRig groBen Raum zwischen dem kontrahierten plastiden- 
haltigen Innenplasma und der Zellwand ausfiillte, von dem man sonst bei 
Plasmolysen annimmt, da& er das Plasmolytikum enthalt. Das AuRen- 
plasma war bei Zostera marina wahrend der Plasmolyse 
gut erkennbar und verhielt sich wie ein selbstindiges 
und gegen deninneren Protoplastenscharf abgegrenz- 
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tes Organell der Zelle. Die Frage, ob das Aufenplasma ein stark 
quellungsfahiges mehrschichtiges Plasmalemma ist oder ob auch mesoplas- 
matische Elemente daran beteiligt sind, kann noch nicht beantwortet wer- 
den. 

Die Art des Vakuolisierens des Aufenplasmas war vom verwendeten 
Plasmolytikum abhangig. In allen Fallen bildeten sich dabei 
Strukturen, die dementsprachen, was bisher als Hecht- 
sche Faden beschrieben worden ist. Es warenaber keine 
Faden, die aus dem kontrahierenden Protoplasten ge- 
zogen wurden. Es waren vielmehr den Plasmastriangen 
der Zentralvakuole analoge Strukturen in dem sekun- 
dar vakuolisierten Auenplasma. 

Verwendete ich als Plasmolytikum einen langsam intrameierenden 
Elektrolyten wie CaCl,, dann kam ein Quellen und Vakuolisieren des 
Auftenplasmas zustande, aus dem das Bild der Konkavplasmolyse resul- 
tierte. Die fadigen Strukturen in den Vakuolen des Aufenplasmas waren 
dick, ihr Inhalt war verhaltnismafig leicht fliissig und hatte lebhaft be- 
wegte Sphirosomen. Man konnte nicht annehmen, daft in diesem ersten 
Zeitabschnitt der Plasmolyse die Ionen des Plasmolytikums schon in den 
Protoplasten eingedrungen waren. Mit der Zeit intrameierten aber die 
Ionen. Der Elektrolyt CaCl, iibte dann eine Ionenwirkung aus, derzu- 
folge sich das Innenplasma stiarker kontrahierend abrundete, die Vakuo- 
len im Aufenplasma sich vergréRerten und die fadigen Strange diinner, 
zahfliissiger und briichig wurden, wobei die Spharosomenbewegung zum 
Stillstand kam. Das Bild war dann dem ihnlich, was bisher als Konvex- 
plasmolyse beschrieben worden ist. Verwendete ich als Plasmolytikum eine 
Lésung des schnell intrameierenden Elektrolyten KCl, dann wurde schnell 
und unmittelbar ein Bild erreicht, das der Konvexplasmolyse mit Hecht- 
schen Faden glich, wie sie in der Literatur oft beschrieben worden ist. 

Ob Konkavplasmolyse oder Konvexplasmolyse: in 
beiden Fallenist bei der Plasmolyse der Epidermiszel- 
len von Zosteramarinader RaumzwischenderZellwand 
und der kontrahierten Masse des inneren Protoplasten 
von dem verquollenen und vakuolisierten Aufen- 
plasma ausgefillt, das mit dem Beginn der Plasmolyse 
sich vom Protoplasten differenzierend in Erscheinung 
tritt. Diese Feststellung steht im Widerspruch zu der auf Nageli 
(1855au.b) und de Vries (1877 a) zuriickgehenden Ansicht, der .,Plasmo- 
lysevorraum“ sei von der plasmolytisch aktiven Lésung erfiillt (vgl. auch 
Brauner 1956 und Stadelmann 1956). Was hier die Plasmolyse der 
Epidermiszellen des Seegrases unter gleichen Bedingungen mit ahnlichen 
— wenn nicht gar mit gleichen — Erscheinungen ergab, war kein ,,Plasmo- 
lysevorraum“, der das Plasmolytikum enthielt, sondern ein verquollenes 
und vakuolisiertes Aufenplasma, das sich bei der Plasmolyse vom Proto- 
plasten abgesondert hatte. Daf die altere Anschauung hier unzutreffend 
war, konnte auch durch Plasmolyseversuche mit gefarbien Plasmolytika 
gezeigt werden. Saure Farbstoffe (Saurefuchsin, Orange G und Eosin), die 
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in eingeengtem Seewasser in 1%iger Konzentration gelést waren, konnten 
in den ,,Plasmolysevorriumen* der Epidermiszellen des Seegrases, die mit 
diesen Lésungen plasmolysiert worden waren, in keinem Falle nach- 
gewiesen werden, obgleich sie Zellwande dieser Zellen ungehindert pas- 
sieren konnten, wenn die Zellen vorher getétet worden waren. 

In der Beurteilung der Plasmolyseerscheinungen bei Zostera marina 
steht man mit zwei Anschauungen vor den Dingen. Mit der alteren miifte 
man sie besprechen, wie Brauner (1956, S. 342) schrieb: ,,.Die fortschrei- 
tende Kontraktion des Protoplasten innerhalb des Zellgehauses beweist ja 
den Durchtritt der Lésung durch die Zellwand und ihre Ansammlung im 
entstehenden Vorraum.“ Was dieser Satz aussagt, ist physikalisch nicht 
ganz klar, denn bei der Plasmolyse sind zwei Stoffbewegungen zu erwar- 
ten: erstens der Strom des Lésungsmittels gegen das Konzentrationsgefialle 
aus der Zelle hinaus (Osmose) und zweitens die Bewegung der osmotisch 
aktiven Substanzen im Konzentrationsgefialle in die Zelle hinein (Diffu- 
sion). In keinem Falle kann eine Lésung durch die Zellwand in einen sich 
bildenden ,,Vorraum“ strébmen. Wenn sich ein mit Lésung er- 
fiillter ,Vorraum* bildet, dann muff das Lésungsmittel 
ausderZellestammen. Wasvonaufennachinnendurch- 
treten kann, sind geléste Stoffe im Konzentrations- 
gefalle. 

Es muff also die Frage aufgeworfen werden, ob die im Plasmolytikum 
enthaltenen Stoffe durch Diffusion in den ,,Vorraum“ gelangen kénnen. Bei 
meinen Versuchen konnten das Kaliumchlorid sehr rasch, das Calcium- 
chlorid wesenitlich langsamer und Glukose und Saccharose sowie saure Farb- 
stoffe so gut wie gar nicht in die Zelle, d. h. in den ,,Plasmolysevorraum* ein- 
dringen. Alle diese Erscheinungen lassen sich mit der gut begriindeten An- 
schauung erklaren, daf das Innere der Zellwand der plasmolysierten Epi- 
dermiszelle von Zostera marina von einer Plasmaschicht ausgekleidet ist, 
wie es der Vorstellung von der Vakuolisierung des plastidenfreien Aufen- 
plasmas entspricht; die Stoffe verhielten sich in bezug auf ihr Eindringungs- 
verm6égen in den ,,Plasmolysevorraum“, in das sekundare Vakuom. 
wie Stoffe, die in ein plasmatisch-kolloidales Phasen- 
gemisch intrameieren. Es kommt also weder ein Eindringen des 
ganzen Plasmolytikums noch eine einfache Diffussion der plasmolytisch ak- 
tiven Stoffe in Richtung des Konzentrationsgefialles durch die Zellwand 
hindurch in Frage; wir haben lediglich mit einem Eindringen dieser Stoffe 
auf Grund ihrer Adsorbierbarkeit an den kolloidalen Phasen des Plasmas 
und des sekundéren Vakuolensystems des Auffenplasmas zu rechnen. 

Es ist leichter, das auffallende Erscheinen der Quellung und der Vakuoli- 
sierung des Aufenplasmas zu beschreiben, als zu sagen, durch was es ver- 
ursacht wird. Es geht um die Erscheinung, daf{ zwei im Gleichgewicht 
stehende osmotische Systeme, nimlich Protoplasma und Zentralvakuole, an 
ein drittes und starkeres osmotisches System, an das Plasmolytikum, Lé- 
sungsmittel abgeben miissen, und daff dabei das Protoplasma in der Bilanz 
sein Volumen nicht verringert, sondern vergréfert, also Lésungsmittel zu- 
satzlich aufnimmt. 
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Walter (1923) entwickelte hierzu die Vorstellung, die quellungsfahi- 
gen Teile der normalen Pflanzenzelle zeigten unter der Gewalt des Turgors 
eine verringerte Quellung. Mit dem Nachlassen des Turgors wiirde die 
Quellung ansteigen und der Quellkérper kénnte dann einen Teil des aus 
der Zentralvakuole ausstromenden Lésungsmittels aufnehmen. 

H. Wartenberg (1956) erklirte hierzu, was auch Walter (1923) 
schon gesagt hatte, man diirfe die verminderte Quellung der turgeszenten 
Zelle, das Quellungsdefizit, nicht als ein Potential des Protoplasten auf- 
fassen. Das Liésungssystem der Zelle sei in jedem Fall in 
sich im Gleichgewichtszustand; zwischen dem Hydra- 
tationsdruck des Protoplasten und dem der Vakuole 
kénne kein Gefalle bestehen. Wenn bei der Plasmolyse mit 
dem Volumverlust der Vakuole nicht zugleich auch das Volumen des Proto- 
plasten verringert, sondern vergréfert werde, dann miisse irgend etwas 
dem Protoplasten ein Hydratationspotential gegeben haben, das dem os- 
motischen Potential der Vakuole gegeniiber erhéht war und das Gleich- 
gewicht der beiden Partner stérte. Es miifte dann wieder zwangslaufig 
zum Ausgleich kommen, was dadurch geschehen kénnte, daf der Proto- 
plast in der Bilanz nicht Wasser abgabe, sondern aufnahme, nicht einer 
Entquellung, sondern einer Quellung unterworfen wiirde. 

Das erhéhte Quellungsbestreben wire einfach zu verstehen, wenn nur 
mit dem Eindringen und der quellungsférdernden Wirkung der Ionen 
des Plasmolytikums gerechnet werden miiffte. Die Versuche haben ja 
gezeigt, daff mit der Wirkung des intrameiernden Plasmolytikums zu 
rechnen ist; die Versuche haben aber auch gezeigt, da das AuRenplasma 
gequollen und vakuolisiert sein konnte, wenn noch nicht oder, wie bei der 
Anwendung der Glukose, iiberhaupt nicht mit einer lonenwirkung des Plas- 
molytikums zu rechnen war. In solchem Falle muften die quellungsfér- 
dernden und vakuolisierend wirkenden Ionen aus dem Innern der Zelle 
stammen. Aber wie ist das zu verstehen? 

Nach der Auffassung von H. Wartenberg (1956) ist der normale 
Zustand der Zelle ein osmotisches Gleichgewicht, das auf einer Donnan- 
schen Verteilung beruht. Die Komponenten des Protoplasten, hochmoleku- 
lare Kérper, miissen in die Oberflache drangen, wobei eine Ansammlung 
adsorbierter Elektrolyte entsteht. Zum Ausgleich der osmotischen Driicke 
miissen sich im anderen Teil des Lésungsraumes, in der Vakuole, die freien 
Elektrolyte in héherer Konzentration ansammeln. Auf beide Phasen ver- 
teilt sich das Lésungsmittel, woraus das Raumverhialtnis zwischen Proto- 
plast und Vakuole resultiert. Die Donnansche Verteilung bewirkt nun 
bekanntlich nicht nur einen quantitativen, sondern auch einen qualitativen 
Unterschied der Elektrolyte einer kolloiden Lésung und der sie beriihren- 
den molekulardispersen bzw. andersartigen kolloidalen Lésung, wodurch 
ja die Aziditiatsdifferenz zwischen Protoplasma und Zentralvakuole még- 
lich ist. 

Wird einem solchen System Lésungsmitiel entzogen, dann bedeutet 
dies eine Stérung des Gleichgewichtes, das sich zwangslaufig auf der Basis 
einer Neuverteilung der Ionen und des Liésungsmittels wieder einstellen 
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mu. Weil es sich dabei nicht nur um eine quantitative, sondern auch um 
eine qualitative Neuverteilung der Elektrolyte handelt, kommt notwendi- 
gerweise eine dritte Variable mit ins Spiel. Es ist mit einer qualitativen 
Anderung der Adsorbate und deshalb mit einer Anderung des Sorptionsver- 
haltnisses zu rechnen, woraus eine Anderung des aktuellen Adsorptions- 
potentials resultieren muf (vgl. A. Wartenberg 1956b). 


Es ist also méglich, da bei der Plasmolyse einer Zelle wegen der not- 
wendigen Neuverteilung der zelleigenen Elektrolyte und der Anderung des 
Adsorptionspotentials der Protoplast quillt, waihrend die Zentralvakuole 
schrumpft, ohne daf die Molekiile und Ionen des Plasmolytikums mehr als 
wasserentziehend zu wirken brauchen. Es gibt jedoch in der Biologie noch 
keine methodischen Mittel, die Dinge messend verfolgen zu kénnen. Der 
Zustand und das Sachverhalten in der Zelle sind ja nicht so einfach wie 
im physikalischen Modell, an dem wir die Vorstellung gewinnen kénnen. 
Allein die Zweiteilung Protoplast und Vakuole ist schon keine Gegeniiber- 
stellung eines kolloiddispersen Systems auf der einen und eines molekular- 
dispersen auf der anderen Seite. Das Vakuolisieren der Zelle beweist, daf 
sich mehrere kolloiddisperse Phasen trennen (Bungenberg de Jong 
1932), und das sekundire Vakuolisieren des Auftenplasmas zeigt an, da 
man selbst bei dieser Plasmaschicht mit den Komplikationen mehrphasiger 
Systeme rechnen muff. Welchen Schwierigkeiten man bei der methodischen 
Bearbeitung der Dinge begegnet, ist zu ermessen, wenn man bedenkt, daf 
der Zellinhalt das Gemenge einer unbekannten Anzahl azidoider, basoider 
und amphoterer Sorbentien ist, die ganz unterschiedlich quellen und ent- 
quellen und sich dabei gegenseitig noch durch Ladungsinterferenzen be- 
einflussen (vgl. A. Wartenberg 1956a, b, c). 


Zusammenfassung 


Bei der Plasmolyse der Epidermiszellen des Seegrases Zostera marina L. 
lost sich der Protoplast nicht von der Zellwand. Der Volumenverlust der 
Zentralvakuole ist dabei gréfer als der Volumenverlust der Zelle, woraus 
eine Volumenzunahme, d. h. ein Quellen des Protoplasten, resultiert. 

Es quillt hauptsachlich eine aufere Schicht des Cytoplasmas, die beim 
Beginn der Plasmolyse sichtbar wird und sich im weiteren Verlauf der 
Dinge wie ein vom inneren Protoplasten scharf abgegrenztes Zellorganeil 
verhalt. In einem weiteren Stadium der Plasmolyse vakuolisiert dieses 
plastidenfreie Aufenplasma, und es bilden sich in ihm Plasmastrange, die 
fast immer vom plastidenhaltigen Innenplasma radial gegen die Zellwand 
gerichtet sind. Diese fadigen Strukturen im verquollenen und vakuolisier- 
ten Auffenplasma sind von den Hechtschen Faden nicht zu unterscheiden. 

Bei der Deplasmolyse setzt zunachst ein erneutes Vakuolisieren in dem 
Teil des Aufenplasmas ein, der den Belag der Zellwand bildet; im weiteren 
Verlauf der Deplasmolyse geht die Vakuolisierung und die Quellung des 
AuBRenplasmas zuriick und das ,,Zellorganell* ist nicht mehr als selbstandige 
Struktur wahrzunehmen. 
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Ob das Quellen und Vakuolisieren des Aufenplasmas einer Konkav- 
oder einer Konvexplasmolyse ahnlich wird, ist von der Art des verwendeten 
Plasmolytikums abhiangig. 

Es kann noch nichts dariiber ausgesagt werden, ob das ,,plastidenfreie 
Auftenplasma“ ein verquollenes vielschichtiges Plasmalemma ist oder ob 
auch Elemente des Mesoplasmas beteiligt sind. 
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Uber das Verhalten der Nitzschia putrida Benecke nach 
Abkiihlung auf —26 Grad Celsius 
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(Eingegangen am 6. Mai 1952) 


Bredemann, Garber, Harteck und Suhr (1947) setzten Pollen 
von Lupinus polyphyllus Lindl. Temperaturen von — 190°C aus. Die 
Pollenkérner iiberstanden die tiefen Temperaturen; ihre Keimfahigkeit 
blieb dabei erhalten. — Strasburger (1951, p. 248) erwahnt gewisse 
Diatomeen, die Temperaturen von — 200°C iiberlebten. 

Diese Feststellungen veranlaften mich zu priifen, ob auch die von mir 
schon wiederholt geziichtete Nitzschia putrida Benecke, eine farblose Dia- 
tomee, Abkiihlung weit unter den Nullpunkt iibersteht. Die Lupinuspollen 
sind im frischen Zustand 30—40 uw grof und entsprechen etwa der Groéfe 
der vorliegenden Diatomeen. Die Durchschnittslange auf der Platte, von 
der zur Durchfiihrung der Kalteversuche abgeimpft wurde, betrug 25,10 u, 
wobei die gréften Formen 27,62 « lang waren. 

Ich sehe in der Wahl der Pollen als Versuchsmaterial insofern eine giin- 
stige Voraussetzung, als Sporen Zellen in einem Zustand der Ruhe sind, die 
durch eine ,,weitgehende Austrocknung und Stillegung aller Stoffwechsel- 
umseizungen eintritt* (Strasburger 1951, p. 233). Die Verlangsamung 
der Lebensvorgiange in diesen Zellen wird schon vor der Abkiihlung durch 
innere Ursachen veranlaft. Wie verhalten sich aber Zellen, bei denen kein 
Ruhezustand vorliegt, die vielmehr in Bewegung sind und alle Lebensfunk- 
tionen ausiiben? Dies ist bei Einzellern der Fall, die, wenn sie sich gut 
ziichten lassen, gestatten, eine grofe Anzahl von Individuen zu iibersehen 
und die Wirkung der Abkiihlung auf die Nachkommen zu erkennen. 

Als Versuchsmaterial wahlte ich die marine Diatomee Nitzschia putrida 
Benecke, die als farblose Kieselalge saprophytisch auf faulendem Fucus 
lebt. Letzteren bezog ich dieses Mal aus Biisum und ziichtete auf Meer- 
wasser-Fucus-Agar. Die Kulturen wurden so gewonnen, wie ich friiher be- 
schrieben habe (1934, p. 87). Allerdings wurden keine Einzelzellkulturen 
hergestellt. 
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Meine Absicht, die Diatomeen auf die Temperatur der fliissigen Luft 
abzukiihlen, konnte noch nicht verwirklicht werden. Die als Vorversuche 
gedachte Abkiihlung auf — 26°C zeitigte Ergebnisse, die im folgenden dar- 
gelegt werden sollen. 


Versuchsanordnung 


Zur Abkiihlung wurde eine Frigidaire-Eismaschine verwendet. Man er- 
reicht mit ihr nach kurzer Zeit die Temperatur von — 26°C. 

Aus einer gut besiedelten Agarplatte wurde ein Stiick herausgeschnitten 
und in die Mitte einer leeren Petrischale gelegt. Die geschlossenen Schalen 
wurden dann in den Kiihlschrank gebracht und Zeit und Temperatur ge- 
messen. Bei der Herausnahme war das Agarstiick fest auf dem Glasboden 
angefroren, konnte aber durch Auflegen der Schale auf die Hand so weit 
erwarmt werden, dafi es — immer noch hart gefroren — auf eine sterile 
Platte iibertragen, leicht angedriickt und wieder abgenommen werden 
konnte. So erfolgte sofort das Uberimpfen. Der Vorteil dieser Methode be- 
steht darin, daf man sogleich neue Platten hat, die gut beobachtet werden 
kénnen. Wenn die eigentliche Frostschadigung weniger durch die Abkiih- 
lung als durch das spatere rasche Auftauen verursacht werden soll, so 
mu ich hierzu sagen, daf ich bei dem vorliegenden Versuchsmaterial keine 
Schadigungen durch die schnelle Erwarmung feststellen konnte. Die Dia- 
tomeen, die Temperaturunterschiede zwischen + 17°C und — 26°C in kur- 
zer Zeit erlebten, zeigten gute bis sehr gute Vermehrung. 

Ein sofortiges Uberimpfen der Diatomeen ist nach den Erfahrungen, die 
ich bei den Versuchen sammeln konnte, nicht unbedingt nétig. Die Nietz- 
schien zeigten keine Einbufe ihrer Teilungsfahigkeit und Geschwindigkeit, 
wenn man sie auf der langsam auftauenden Agarplatte belie. Der Agar 
aber, der stark abgekiihlt worden war, zeigte nach dem Auftauen Schlieren, 
die ihn wie rissig erscheinen liefen. Beim Mikroskopieren mit schwacheren 
VergréRerungen fiel die Veranderung der Agarunterlage nicht unangenehm 
auf; bei Verwendung starkerer VergréRerungen waren sie deutlich be- 
merkbar und etwas stérend. 

Es erscheint giinstig, 2% igen oder ein wenig festeren Agar zu verwenden. 


Es wurden zwei Versuchsreihen in einem Abstand von 14 Tagen durch- 
gefiihrt. 

Aus einer gut besiedelten Platte mit der Bezeichnung A,, wurden Stiicke 
herausgeschnitten und verschieden lang abgekiihlt. Nach der Herausnahme 
aus dem Kiihlschrank wurde sofort auf bereitgehaltene sterile Platten iiber- 
tragen. Fiir die vorliegende Arbeit interessiert die Platte III, deren Zellen 
eine 15 Minuten wahrende Abkiihlung auf — 26°C erfahren haben. 

Beobachtungen am gleichen und den folgenden Tagen ergaben, daft die 
Nitzschia putrida Temperaturen zwischen 0°C und — 26°C ertragen hatte. 
Die Diatomeen zeigten bei einer Raumtemperatur von 20°C eine normale 
Vermehrung. Von der Platte II] a, auf die sofort nach der Abkiihlung von 
III iibertragen wurde, konnie schon 7 Tage spater auf eine neue Platte 
iiberimpft werden. 


7* 
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Zur Kontrolle und Bestatigung der ersten Versuchsreihe wurde zwei 
Wochen nach der ersten Abkiihlung eine zweite vorgenommen. Dabei wurden 
alle Platten 35 Minuten auf — 26°C abgekiihlt und anschlieRend die Dia- 
tomeen auf dem Agar belassen. Nur in einem Fall wurde sogleich nach dem 
Abkiihlen iiberimpft. Als Versuchsmaterial wurden einmal Diatomeen ver- 
wendet, die — von der Platte A,, herstammend — immer nur bei Normal- 
temperatur gehalten worden waren, und solche, deren Vorfahren die erste 
Abkiihlung erfahren hatten. 

Die zweite Versuchsreihe bestatigte die Ergebnisse der ersten: Auf allen 
Platten blieben die Diatomeen am Leben. 

Ich beachte jetzt den Fall, bei dem die Nitzschien die zweite Tempera- 
turerniedrigung erfahren hatten. Es wurde nach dem Abkiihlen nicht iiber- 
impft, sondern die weitere Entwicklung auf der wieder aufgetauten Platte 
vor sich gehen lassen. Die Diatomeen vermehrten sich normal, besiedelten 
die Unterlage und krochen auch in den etwas zu weichen Agar ein (W ag- 
ner 1934, p. 91). Bei den Beobachtungen wurde ein normales Aussehen 
der Zellen festgestellt. Nach der Gréfe und der Dichte des besiedelten 
Areals im Vergleich zu dem Verhalten nicht kaltebehandelter Diatomeen 
konnte auf die gleiche Generationsdauer, normale Bewegungsleistungen 
und Geschwindigkeiten geschlossen werden. 


Geschwindigkeiten 


Es sei nun die Frage gestellt, ob die Kalteeinwirkung eine Veranderung 


im Bewegungsmechanismus hervorgerufen hat. Diese wiirde sich aus der 
Geschwindigkeit, mit der sich die Diatomeen bewegen, ablesen lassen. Da 
die Nitzschien von der Impfstelle aus nach allen Seiten auf den Agar hin- 
auslaufen, kénnen aus der Gréfe und der Dichte des besiedelten Areals, 
mit der Impfstelle als Mittelpunkt, Schliisse auf die Geschwindigkeiten ge- 
zogen werden. Sie sind aber nur dann von Wert, wenn die Verbreitungs- 
areale zweier Stamme, hier des kiltebehandelten und des nur unter Nor- 
maltemperatur gehaltenen, miteinander verglichen werden kénnen. 

Um genaue Werte zu erhalten, wurden Messungen vorgenommen. Da 
mir bekannt war (Benecke 1900, p. 552, und Wagner 1934, p. 91), daf 
Nitzschia putrida auf Glas bedeutend erhéhte Geschwindigkeiten erreicht, 
wurden die Beobachtungen auf Agar und Glas als Unterlage durchgefiihrt. 

Tab. 1 zeigt die gewonnenen Werte an dem der Kalte nicht ausge- 
setzten A-Stamm und dem kaltebehandelten K-Stamm. Die an das A an- 
gefiigten Zahlen geben die zeitlichhe Aufeinanderfolge der Platten an: 
dasselbe wird beim K-Stamm durch die vorgesetzten Zahlen erreicht. 

Betrachtet man die Durchschnitts- und Héchstgeschwindigkeiten auf 
Agar, so erscheint es zunichst, als ob die Geschwindigkeiten bei den der 
Abkiihlung ausgesetzten Formen geringer seien. Es ist aber nétig, die 
Kigentiimlichkeiten der Nitzschia putrida in Betracht zu ziehen. Nach 
einer Zeit der Ruhe beginnen die Zellen ihre Bewegung, die durch ein 
Hin- und Hergleiten charakterisiert wird. Dabei benutzen sie gerne vor- 
handene Kriechspuren, in denen mehrere Zellen hintereinander — sich be- 
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riihrend oder in einem gewissen Abstand — gleiten. Die Héchstgeschwin- 
digkeit von 16,21. pro Minute konnte ich bei einer Diatomee messen, 
bei der ich das Gliick hatte, sie iiber Stunden beobachten zu kénnen. 33 Mi- 
nuten lang hielt sie ohne Riickwartsbewegung ihre Richtung ein, so daf 
fortlaufende Messungen vorgenommen werden konnten. Bei Beginn der 
Beobachtung bewegte sie sich 3 Minuten lang mit einer Geschwindigkeit 
von 4,05 in der Minute, steigerte dann auf 16,21 4, um nach weiteren 
3 Minuten auf eine Minutengeschwindigkeit von 7,6 4 abzusinken, die sie 


Tab. 1. Durchschnitts- und Héchstgeschwindigkeiten 





| Agar Glas 
Durch- |—— — : : 
| schnitts- Durch- | Hochs Durch- 
lange | _ schnitts- ne oA keit|  Shmitts- rom 
geschwindigkeit | 8*°hwindigkelt| - hwindigkeit | 2° windigkelt 





p./min v/min | p./min p./min 





16,21 
71,50 


Platte Illa | 110,50 
(einmal abgekiihlt) 


zweimal | 
1 K| abgekihit | f | 121,60 
Helgolander 
Material (1934).... | | | 160,00 
} | | | 





in den folgenden 24 Minuten beibehielt. Dann trat eine Riickk wartsbewegung 
ein als Beginn einer Periode des Hin- und Hergleitens, so daf sich die 
Zelle noch nach Stunden ohne gréfere Ortsveranderung im Blickfeld be- 
fand. Eine in der gleichen Kriechspur vor ihr gleitende Diatomee erreichte 
nur eine Durchschnitisgeschwindigkeit von 6,5 u in der Minute. 

Somit liegen die Geschwindigkeiten, die von den Nitzschien des A- und 
K-Stammes auf Agar erreicht wurden, im gleichen Rahmen. 

Geradezu umgekehrt erscheinen die Verhiltnisse bei Betrachtung der 
Geschwindigkeiten auf Glas. Hier wurden bei den zweimal der Kalte aus- 
gesetzten Formen — also den kleineren Zellen — die gréferen Durch- 
schnitts- und Héchstgeschwindigkeiten gemessen. Diese Beobachtung steht 
im Einklang mit Uberlegungen, die Hustedt (1955, p. 129) auf Grund 
von Messungen an Navicula cataractarum nov. spec. ausspricht. Danach 
wird die Bewegungsfahigkeit im Laufe der Zellteilungen kaum in Mit- 
leidenschaft gezogen, ,,im Gegenteil bei den kleinsten Formen noch er- 
hoht*. 

Zieht man Werte heran, die ich friiher an Helgolander Material (1934, 
p. 91) gewinnen konnte, so ergibt sich folgendes Bild: 
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Damals konnte ich die Durchschnitisgeschwindigkeit einer 30 1 langen 
Nitzschia putrida mit 20 u/min angeben; dieser Zahl kommt die Héchst- 
geschwindigkeit einer 24 1 langen Form mit 16,21 u/min nahe. 

Die groéfte Geschwindigkeit auf Glas wurde friiher mit 160 4 in der 
Minute (1934, p. 111) angegeben, wahrend die héchste Geschwindigkeit, 
die bei den Formen des K-Stammes gemessen wurde, 121,6  betrug. 

Der Vergleich auch dieser Zahlen zeigt, da die ermitielten Werte in 
dem der Nitzschia putrida natiirlich zugeordneten Geschwindigkeitsbereich 
liegen — zumal, wenn man noch in Betracht zieht, daf nicht nur diese 
Zahlen, sondern auch andere Beobachtungen das diesmal vorliegende Ma- 
terial an sich als weniger ,,bewegungsfreudig“ erscheinen liefen. 

Das am Anfang der Zucht am Helgolander Material beobachtete weite 
Hinausgleiten konnte ich bei diesen Kulturen nicht feststellen. Die Kriech- 
spuren waren nie so gradlinig oder in flachen Kurven angelegt, sondern 
enger. Baumartig verastelte Randpartien waren nie so ausgepragt vor- 
handen, die Randpartie auch nicht sehr aufgelockert, so daf die Kolonien 
kompakter waren. 

Unter Beriicksichtigung all dieser Faktoren kann von einer Schadigung 
des Bewegungsmechanismus durch die Temperaturerniedrigung auf — 26°C 
nicht gesprochen werden. 


Langenabnahme 


Die Diatomeen des A- und K-Stammes wurden nach der zweiten Ab- 
kiihlung parallel weitergeziichtet, d. h. die gleiche Agarlésung wurde auf 


mehrere Petrischalen verteilt und diese zur gleichen Zeit geimpft; auch 
die Aufbewahrung erfolgte an der gleichen Stelle. Auf diese Weise wurde 
versucht, alle Aufeneinfliisse, wie Nahrboden, Temperatur, Feuchtigkeit und 
Belichtung, so gleichmafRig wie méglich fiir beide Stamme zu gestalten. 
Es liefen jetzt nebeneinander her die Platten A,, und 1K, A,, und 2K, 
A,, und 3K und A,, und 4K. 

Bei den laufenden Beobachtungen fiel bald auf, da die Nitzschien, die 
zweimal der Kalte ausgesetzt worden waren, kiirzer erschienen als die 
Diatomeen des A-Stammes. Messungen bestiatigten diesen Eindruck und 
gaben sowohl einen Uberblick iiber die Verteilung der verschiedenen Lin- 
gen im Verlaufe der Zucht als auch die Méglichkeit der Berechnung der 
Durchschnittslangen auf den einzelnen Platten. 

Die Ubersicht der Tabellen laft erkennen, daf sich das Geschehen in 
drei Abschnitte gliedern lat: 

Zuerst erfolgt eine starke Verkiirzung der Zellen als direkte Folge der 
Abkiihlungen. — Dann folgen viele Zellteilungen bei gleichbleibender 
Apikallange. — Auf Platte 3K ist ohne erkennbare aufere Einfliisse eine 
starke Abnahme der Durchschnittslange und der Ubergang zu Teilungen 
mit normaler Langenabnahme festzustellen. 

Das Absterben der Diatomeen auf den Platten 5K und A,, trotz sorg- 
samster Pflege ist wohl auf die Erreichung der MinimalgréRe durch das 
Ausbleiben der Auxosporenbildung zuriickzufiihren. 
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Um eine Deutung dieser Vorgange versuchen zu kénnen, war es nétig, 
die GréRe zu ermitteln, um die sich die Apikalachse im normalen Teilungs- 
geschehen verkiirzt. 


Tab. 2. Verteilung der Laingen 


(links: A-Stamm. Kursiv: K-Stamm). 1 Teilstrich = 3,254, Es wurde auf 16 Mes- 
sungen bezogen. 





| 

|Teilstriche 
4,5 |des Mikro- 
| | meters 


| 


| 1,06 | 7,46 
| ,51 | 6,70 
| 
| 
| 
| 





0,88 | | Pl. IIa, 
| | | | Pl. K 
| 5,49 | | | 1,27 | 1K 
| 3,40 | | | | | 2K 
| 0,88 | 7,83| 1,95 | 0,32 | 3K 
| 1,96 | 12,55| 1,23 | 0,24 | 4K 


0,23 


Tab. 3. Durchschnittslangen 
As 25,10u 


Platte IIIa, 23,11 p eben 


(Platte IIIa, 23,18 u) abgekiihlt 


Platte K 20,078 u zweimal 
abgekiihlt 
24,215 u 2K 19,99 uw 
23,575 u 3K 18,177 uw 
22,87 up 4K 17,90 u 


Bestimmung der Dicke d des Giirtelbandes 


Da bei der Kleinheit des Objektes eine Messung der Dicke des Giirtel- 
bandes mit dem Lichtmikroskop nicht méglich ist, versuchte ich, sie auf 
anderem Wege zu ermitteln. Legt man dem Teilungsmechanismus der Dia- 
tomeen das bekannte Schema zugrunde, nach dem die Epitheka als obere 
Schalenhalfte weiterverwendet wird, wahrend die Hypotheka zur Epi- 
theka wird und damit eine Langenabnahme dieser Form um 2d erfolgt, 
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so erhalt man bei Annahme der Simultanie und des Binomialsatzes zwei 
Formeln: 


(1) 


Dabei bedeuten: 

1, — Anfangslinge 

l, = Lange der kleinsten Form nach ¢ Teilungen 
l’, = Durchschnittslinge nach ¢t Teilungen 

t = Anzahl der Teilungen. 


Setzt man beide Formeln ins Verhialtnis, so erhalt man die Formel 
6. — Fp = 2:1 (3) 


Die GroRen 1,, 1,, I’, und t sind ermittelbar und damit eine Berechnung 
von d méglich. 

Auf den einzelnen Platten wurden eine groRe Anzahl von Langenmes- 
sungen vorgenommen und dadurch sowohl die Durchschnitislangen als auch 
die Werte fiir die kleinsten Langen gewonnen. Die Ermittlung der Anzahl 
der stattgefundenen Teilungen verlangt die Kenntnis der Zahl der iiber- 
impften Diatomeen und den endgiiltigen Plattenbelag. Dabei zeigt sich 
beim steten Beobachien, daff die Nitzschia putrida die Platten immer nur 
bis zu einer gewissen Dichte besiedelt. Der Agarnahrboden ist dann voll 
belegt, wenn die Nitzschien zwar dicht gelagert sind, aber doch noch ein 
gewisser Raum zwischen ihnen liegt. Ist diese Besiedlungsdichte erreicht, so 
héren die Teilungen auf, um wieder anzulaufen, wenn ein Uberimpfen 
auf eine neue Platte stattgefunden hat. Letzteres erfolgte derart, da ein 
Agarstiick aus der besiedelten Platte herausgeschnitten, umgekehrt auf den 
sterilen Boden aufgelegt, leicht angedriickt und dann wieder abgehoben 
wurde. Wie wiederholte Konitrollen ergaben, bleiben bei dieser Art des 
Impfens etwa ein Zehntel der auf der iibertragenen Flache vorhandenen 
Diatomeen auf der neuen Unterlage hangen. Aus der Grife dieser Agar- 
flache und deren Belagsdichte — unter Beriicksichtigung des erwahnten 
Zehniels — konnte die Zahl der iiberimpften Nitzschien festgestellt wer- 
den. Aus dieser Zah]l und der Anzahl der Diatomeen bei vollem Belag der 
Platten, die durch Auszaihlung ermittelt wurde, konnte die Anzahl der 
Teilungen errechnet werden: 


Tab. 4. Anzahl der Teilungen 


As. 8,56 Teilungen 2K 8,97 Teilungen 
Ay; 10,25 x 3K 9,65 
As, 10,69 i 4K 8,75 


” 


” 


Formel (3) gibt die Méglichkeit festzustellen, ob die gemessenen An- 
fangs-, Durchschnitts- und kleinsten Langen den Anforderungen geniigen. 
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Fiir den A-Stamm ergibi sich folgende Berechnung: 


1, = Durchschnittslinge von A,, = 24,59 u 
1, == kleinste Lange auf A,, = 21,12 pn 
I’, = Durchschnittslinge von A,, = 22,87 u 
(,—i):(,—l) = 
3,47 : 1,72 py 

Die Ubereinstimmung zwischen den gemessenen und in der Formel (3) 
geforderien Werten berechtigt zu dem Schlu®, die Durchschnittslinge der 
vorangegangenen Platte als Anfangslange fiir die weitere Betrachtung zu 
wahlen. 

Die Dicke des Giirtelbandes errechnet sich aus den obenerwahnten For- 
meln (1) oder (2). Da die Ergebnisse weitgehend iibereinstimmen, wihle ich 
die Berechnung nach Formel (2). 

A-Stamm: 

1, = Durchschnittslinge von A,, = 24,59 u 
l’; = Durchschnittslinge von A,, = 22,87 u 
t = Anzahl der Teilungen = 29,50 


(siehe Tabellen 3 und 4) 


24,59 — 22,87 
29,5 


d= — 0,0583 u 

Wenn vorstehend von der Dicke des Giirtelbandes schlechthin die Rede 
ist, so bedarf diese Ausdrucksweise nach der Beschreibung der Schale, wie 
sie spaiter auf Grund der elektronenmikroskopischen Aufnahmen gegeben 
wird, einer Korrektur. Das Giirtelband erscheint in seinem strukturierten 
Teil wesentlich dicker als die die apikalen Enden schlieRende hauchdiinne 
Kieselmembran. Leider liegen mir noch keine Messungen mit dem Elektro- 
nenmikroskop vor. Es diirfte daher richtiger sein, unter 2d die GréRe zu 
verstehen, um die sich die Nitzschia putrida im normalen Teilungsgeschehen 
verkiirzt. 

AnschlieBende Berechnungen, deren Ergebnisse in den Abbildungen 1 und 2 
fiir die Platten A,, und A,, angegeben sind und bei denen das ermittelte d 
eingesetzt und der Binomialsatz in Anwendung gebracht wurde, zeigen 
gute Ubereinstimmung mit den gemessenen Werten. Es darf daher auch fiir 
die Nitzschia putrida Benecke die Giiltigkeit des Binomialsatzes fiir die 
Verteilung der Langen in den Generationen und die Simultanie der Tei- 
lungen angenommen werden. Beides hat Geitler (1932, p. 77 und 86) fiir 
Eunotia formica und Eunotia pectinales var. minor auf Grund mikroskopi- 
scher Beobachtungen erwiesen. 

Es erscheint allerdings fraglich, ob die Simultanie auch fiir die Indivi- 
duen des K-Stammes zutrifft. Fiihrt man die gleiche Art der Berechnung 
unter Beriicksichtigung all der Faktoren durch, die fiir die Platte [I] a, in 
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der Verkiirzung durch den Kalteeinflu& bestehen und der Besonderheiten, 
die fiir die Platte 3K spater diskutiert werden sollen, so weichen die 
Kurven der errechneten und gemessenen Werte stark voneinander ab. Und 
zwar derart, dafi die Spitzen der Kurven, die die gemessenen Werte 
wiedergeben, iiberhéht sind auf Kosten der grofen Formen. Es ist denk- 
bar, daft die grofen Formen des K-Stammes, dessen Durchschnittslange um 
20% gegeniiber dem A-Sitamm verringert ist, eine gréRere Teilungsrate 
haben, da sich die kleinen Formen der MindestgréRe am meisten geniihert 
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Abb. 1. Abb. 2. 


Abb. 1. Verteilung der Liangen auf Platte As. 
—— gemessene Werte. 
— — — — errechnete Werte. 


Abb. 2. Verteilung der Langen auf Platte Ag,. 
gemessene Werte. 
errechnete Werte. 


haben. Tatsachlich ist die Uberhéhung der Kurvenspitze auf der Platte Ila, 
gering, auf der Platte 4K betrachtlich. 


Unter diesem Gesichispunkt betrachtet, miiRte die Stérung in der Simul- 
tanie fiir alle Formen zutreffen, die sich der Minimalgréfe nahern. Fiir die 
Platte A,, mit der Durchschnittsliinge von 22,87 uw trifft es nach Abbildung 2 
noch nicht zu. Aus der Tatsache, daf auf Platte IIIa, des K-Stammes mit 
der Durchschnittslainge I’ = 23,11 « schon eine Uberhéhung sichtbar wird, 
JaRt sich schlieBen, dafB noch ein anderer Faktor Beachtung verdient. Es 
wire méglich, da durch die Abkiihlung eine Stérung des Zellgefiiges und 
des Gleichgewichtes eintreten kénnte, die bei gréferen Zellen geringer 
und sich dadurch in einer erhéhien Teilungsquote zeigen kénnte. 
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Versuch einer Deutung 


Im folgenden wird der Versuch unternommen, das durch die Abkiihlung 
bewirkte unmittelbare und mittelbare Geschehen, das sich — wie vorgehend 
erwahnt — in drei Abschnitte gliedert, zu deuten. 


a) Die Verkiirzung der Nitzschia putrida Benecke 
durch Abkiihlung auf —26 Grad Celsius 


Die vorliegenden Versuche zeigen, daft die Nitzschia putrida eine Ab- 
kiihlung auf — 26°C ertragt und diese Temperaturerniedrigung mit einer 
Verkiirzung der Apikallange beantwortet. Die Kurven (Abb. 3 und 4), in 
denen einmal die haufigsten Langen, das andere Mal die Durchschnitts- 
langen eingesetzt sind, lassen a 
auf ein gesetzmafiges Verhalten 80 
schlieen. 


Aznr Are 423 Any Platten 


Nach herrschender Auffas- 
sung verfiigt die frostwider- 
standsfahige Zelle iiber Méglich- 
keiten, dem Kaltetod, der in 
einer nicht umkehrbaren Ver- 
anderung des Protoplasmage- 
fiiges sowohl durch die Eis- 
bildung (Gener, Hdb. der 
Biol., p. 56) als auch durch ,,un- 
se nag Quellung des ent- Abb. 3. Hiaufigste Lingen (siehe Tab. 2). 
wisserten Plasmas“ beim Auf- _ 5g Platten Aw bie Ai 
tauen (Strasburger 1951, — —— —— Pilien Be, bee eee 
p. 248) seine Ursache hat, zu 
entgehen. Sie muf die Fahigkeit besitzen, das gefrierfahige Wasser 
zu vermindern, sei es durch Abgabe nach aufen, wobei ein absoluter 
Wasserverlust eintritt, oder auch durch festere Bindung an das Plasma 
und damit verbundener Viskositatssteigerung. Nach Kessler und 
Ruhland (1938) haben frostresistente Zellen eine besonders hohe Vis- 
kositat; starke ViskosititserhGhung fanden Weber und Hohenegger 
(1923) und Bie b1 (1939) (siehe K iis ter, Pflanzenzelle 1956, p. 99) nach Ab- 
kiihlung. Frostplasmolyse als Folge des Wasseraustritts beschreiben 
Chambers und Hale (1932) (zitiert nach K iister, Pflanzenzelle 1956, 
p. 26); Henckel (1950) spricht von Plasma-Isolation. Nach diesem Ver- 
fasser kommt es im Herbst in den Zellen frostharter Pflanzen zu einer An- 
haufung von Lipoiden auf der Oberflache des Protoplasmas und zu einer 
certain dehydration of the protoplasm“. Wahrend dieses Vorganges wer- 
den die Plasmodesmen eingezogen, das Plasma verliert seinen Kontakt mit 
der Zellwand und zieht sich im Innern auf einen Ballen zusammen. 

Damit diirfte man der Annahme zuneigen, daf die Verkleinerung der 
Nitzschia putrida nach der Temperaturerniedrigung auf die Abgabe von 
Wasser zuriickzufiihren sei. Die Verkiirzung erfolgt in apikaler Richtung, 
nicht in pervalvarer. Die Lange der Pervalvarachse war bei den Diatomeen 
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der verschiedenen Liingen die gleiche. Inwieweit eine Veranderung der 
‘Transapikalachse eintrat. kann nicht gesagt werden, da die Nitzschia dem 
Agar mit dem Giirtelband aufliegt und Messungen der Zellenbreite nicht 
vorliegen. Geitler (1932, p. 159) beschreibt starke Plasmakontraktion 
unter Ausscheidung von Gallerte innerhalb der Schale bei der Gameten- 
bildung von Epithemia in apikaler und transapikaler, nicht aber in per- 
valvarer Richtung. Derselbe Verfasser becbachtete bei den Zwergbiaindern 
von Eunotia pectinalis var. minor eine ,.Kontraktion des Protoplasten in der 
Richtung der Apikalachse™ bei gleichbleibender Lange der Pervalvarachse. 

Die Ubereinstimmung dieser Beobachtungen zeigt, daB bei Kontraktion 
des Protoplasten die Verkiirzung in apikaler Richtung bevorzugt ist. Da 
die Anlisse zu diesen Kontraktionen in den genannten drei Fallen bei 
gleichhem Ergebnis verschieden waren, darf angenommen werden, daf sie 
auBer in der Wasserabgabe, die fiir Epithemia und Nitzschia putrida wahr- 
scheinlich ist (die Ursache fiir die Entstehung der Zwergbander ist unbe- 
kannt), ihre letzte Begriindung in der Feinstruktur des Diatomeenplasmas 
finden. 

Die Verkiirzungen der Langen, die die Nitzschia putrida bei verschieden 
langen Abkiihlungszeiten vornahm, lassen auf Grund der Messungen eine 
GesetzmaBigkeit erkennen. Die Gesamtverkiirzung V bei der 15 Minuten 
wahrenden ersten Abkiihlung betraigt 25.10 « — 23.11 «= 1,99 u. Beobach- 
tungen und Uberlegungen lassen die Annahme zu. daf sich diese Ver- 
kiirzung V aus zwei Komponenten zusammensetzt: der Verkiirzung Vx als 
unmittelbare Folge der Kalteeinwirkung und V, als normales Kleiner- 
werden im Laufe der folgenden Teilungen, die hier mit 9 eingesetzt werden 
sollen. Dann ist 

Ve= V—Va 
Vio = 1,99 p— 0,5247 p. = 1,4653 
oder 3.84% der Ausgangslange. Auf eine Minute Abkiihlungszeit umge- 
rechnet, betriigt Ve = 0,389 %. 

Auf die zweite Abkiihlung von 35 Minuten bezogen, errechnet sich 
Vie’= 13.62% der Ausgangslange und weiterhin eine Durchschnittslainge 
von 19,97 uw. Der nach diesen Uberlegungen errechnete Wert steht im Ein- 
klang mit der auf Platte K gemessenen Durchschnittslainge von 20,078 wu: 
vollstandig ist die Ubereinstimmung. wenn man den Durchschnitt aus allen 
auf Platten K. 1 K und 2K gemessenen Langen nimmt. Er betragt 19,98 « 
(siehe Abb. 4). 

Die durchschnittliche Verkiirzung pro Minute Abkiihlung betragt somit 
fiir die vorliegenden Beobachtungen 0.389% der durchschnittlichen Aus- 


gangslinge. 


In diesem Zusammenhang sind noch folgende Taisachen der Beachtung 
wert: Sieht man als Ursache des Langenverlustes die Frostplasmolyse an, 
so ist zu bemerken, daB diese nicht riickgangig gemacht wird, sobald die 
Zellen in Normalitemperatur gebracht und auf neue Platten iiberimpft 
werden. Aber auch in der zweiten Versuchsserie, in der die Nitzschien auf 
den aufgetauten Platten zunachst belassen wurden, war die Agarflache so 
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feucht, daB die Zellen die Méglichkeit der Wasseraufnahme hatten. Doch 
scheinen sie in diesem Zeitpunkt davon keinen Gebrauch machen zu kén- 
nen, ahnlich dem Protoplasma plasmaisolierter Zellen, von denen Henckel 
(1950, p. 789) sagt, da& es nur wenig im Wasser schwellen kann. Kessler 
und Ruhland (1938, p. 178) kénnen ebenfalls auf Grund ihrer Unter- 
suchungen den SchluB ziehen, dal .die Natur des fiir die Frostharte be- 
zeichnenden Viskositatszustandes eine weit stabilere“ ist. Diese Bemerkung 
bezieht sich auf Beobachtungen von Fadenbildung des Protoplasmas in 
frostharten Zellen, die auch bei Zimmertemperatur noch bestehen bleibt. 
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Da in dem Zustand der Kontraktion die Teilungsfahigkeit der Nitzschia 
putrida nicht behindert ist, passen sich die neuen Schalen den entstandenen 
Langen an und manifestieren sie. 

Auch die Kriechbewegungen der verkiirzten Zellen werden weder ein- 
gestellt noch verlangsamt, wie aus Tab. 1 hervorgeht. L. Bauer (1938, 
p. 283) fand in Kulturen der Nitzschia putrida bei geringer Plasmolyse, her- 
vorgerufen durch hypertonische Mittel, noch Bewegung, die bei starker Ab- 
hebung des Protoplasmas eingestellt wurde. Nach den Erfahrungen H 6 f- 
lers (1940, p. 111) héren die Kriechbewegungen der Diatomeen wahrend 
der Dauer einer Plasmolyse auf; als Ausnahmen sind von dem genannten 
Verfasser die Beobachtungen von Bauer an Nitzschia putrida und von 
Karsten an Amphora Teta zitiert. die auch bei starker Plasmolyse noch 
Bewegung zeigte. Cholnoky (1928, p. 481, zitiert nach Bauer [1938, 
p. 283|) fand Einstellung der Bewegung bei Anomoeneis bei schwacher 
Plasmolyse, besonders wenn die Kontraktion von den Polen her erfolgte. 

Sollte die Annahme der Aufschliisselung von V =V,-+V,, zutreffend 
sein, so vermoégen die Diatomeen einen etwa 6%igen Langenverlust ,hinzu- 
nehmen“ und den Rhythmus der normalen Verkleinerung beizubehalten. Die 
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nach der zweiten Teilung erfolgte insgesamt rund 20%ige Verkiirzung wird 
durch konstante Apikallaingen in den folgenden Teilungen beantwortet. 

Die in diesem Kapitel angeschnittenen Fragen — insbesondere die Vor- 
giange, die sich bei und unmittelbar nach der Temperaturerniedrigung ab- 
spielen — bediirfen eingehender Untersuchungen, die in Angriff genommen 
sind und deren Ergebnisse einer gesonderten Abhandlung vorbehalten 
bleiben. 


b) Konstanz der Apikallangen 


Die Beibehaltung der gleichen Lange trotz vieler Teilungen ist schon 
mehrere Male beschrieben worden. Die Beobachtungen von Allen und 
Nelson (1910), die in Kulturen von Nitzschia closterium W. Sm. forma 
minutissima nach zweijahriger Zucht keine GréBenabnahme fanden, und 
die Angaben Geitlers (1932) iiber Eunotia pectinales var. minor, die sich 
ebenfalls iiber Monate in Agarkultur bei konstanter Lange vermehrte, ver- 
anlaRten Wiedling (1943 und 1948) zu seinen Untersuchungen iiber die 
GroéBenvariation verschiedener Nitzschia-Arten, die auf Agarbéden kulti- 
viert wurden. Die Nitzschia putrida war in diese Untersuchungen nicht 
einbezogen. Er fand Arten, die wahrend der Versuchszeit konstante Lan- 
gen einhielten: andere Formen zeigten einen Ubergang von einer Periode 
normalen Verhaltens mit Langenabnahme zu einer solchen mit gleich- 
bleibenden Apikallangen und umgekehrt. Die von Wiedling zitierten 
Untersuchungen K ol bes an Gomphonema olivaceum im Stechlin-See, die 
auch gleiche Durdchschnittslingen wahrend der Vegetationsperiode hatte, 
lassen erkennen, daf auch am natiirlichen Standort eine Langenabnahme 
nicht einzutreten braucht. 

Geitlers Frage, ob das Verhalten von Eunotia pectinalis eine geno- 
typisch bedingte und dauernde Eigenschaft oder als voriibergehender Zu- 
stand anzusehen sei, beantwortet sich nach den Untersuchungsergebnissen 
Wiedlings und den Beobachiungen an Nitzschia putrida im Sinne der 
zweiten Annahme. Nach Tab. 3 geht die Nitschia putrida aus dem Zustand 
normaler Lingenabnahme nach der Abkiihlung zu Teilungen mit kon- 
stanter Linge iiber, um nach einiger Zeit diesen Zustand wieder zu ver- 
lassen und sich der allgemeinen Regel zu fiigen. 

Im vorliegenden Fall ist es méglich, die Ursache fiir dieses Verhalten 
anzugeben. Zweifellos wird es durch die Vorgiinge bedingt, die durch die 
Temperaturerniedrigung ausgelést werden. Folgen wir der schon ausge- 
sprochenen Ansichi, daf die Abkiihlung einen Wasserverlust verursacht — 
ein Zustand, der vor seiner Riickgingigmachung durch die Ausbildung 
kleiner Schalen eine Manifestierung erfahrt —, so ist das Bestreben der 
Zellen nach einer Normalisierung verstandlich. Da den Diatomeenschalen 
die Fahigkeit des Wachstums nicht gegeben ist, ist es den Zellen nicht 
ohne weiteres méglich, den Wasserverlust durch Aufnahme von Wasser 
auszugleichen. Nur zur Zeit der Teilung, d. h. der Neubildung der jeweili- 
gen Schalenhilfien, kann ein erhéhter Turgordruck eine Wirkung aus- 
iiben, wenn der Bau der Schale solches zulaBt. 

Geiitler (1932) beschreibt ausfiihrlich ein auffallendes Merkmal der 





Uber das Verhalten der Nitzschia putrida Benecke 111 


Eunotia pectinalis, die Vorwélbung des Giirtels, wodurch die Zellen ein 
héckeriges Aussehen bekommen. Er bringt diese Erscheinung in Zusammen- 
hang mit dem Verhalten der Eunotia, die Apikallange bei den Teilungen 
einhalten zu kénnen. Zwar konnte ich eine Héckerigkeit an den Zellen der 
Nitzschia putrida nicht feststellen, weil die Kleinheit des Objektes ein 
Erkennen schwer zulaft. Dennoch lassen sich gewisse Eigentiimlichkeiten 
im Schalenbau der Nitzschia putrida mit den Giirtelvorwélbungen der 
Eunotia pectinalis in Vergleich setzen. 

Herr Prof. Dr. Helmcke, Berlin-Dahlem, hatte die Freundlichkeit, 
von dem iibersandten Material elektronenmikroskopische Aufnahmen zu 
machen und mir zur Verfiigung zu stellen. Es 
sei hierfiir mein bester Dank ausgesprochen. 

Die stereoskopische Betrachtung dieser Auf- 
nahmen ergibt folgendes Bild: Die beiden Scha- 
len der Nitzschia putrida sind in transapikaler 
Richtung stark gewolbt, die Raphe liegt in einem 
vorspringenden Kiel. Senkrecht zu ihr verlaufen 
gleichhmafig Lochreihen bis zum Ansatz des 
Giirtelbandes. In diesem sind die Lochreihen in 
der Lingsrichtung angelegt und biegen sich an 
den Lingsenden nach dem Mantelrand, der in 
sanftem Bogen heranfiihrt, auf. Im Mittelteil 
der Zelle greifen die Giirtelbinder iibereinander, 
an den Enden ist dies wegen der Aufbiegung 
nicht méglich. Diese Stellen werden von einer 
hauchdiinnen Kieselmembran bedeckt, die in den 
mir vorliegenden Aufnahmen nicht oder fast 
nicht strukturiert erscheint. Diese Membran siehi 
wie eine Blase aus — etwas aufgetrieben, aber 
nicht so stark, daff es zu einem héckerigen Aus- Abb. 3. Elektronenmikro- 
sehen langen wiirde. Doch ist es sehr wahrschein- skopische Aufnahme von 
lich, daB ein erhéhter innerer Druck der Zellen Nitzschia putrida Benecke. 
— vor allem bei Neubildung der Schalenhalften (Helmcke). 

— sich an diesen Stellen des geringsten Wider- 

standes, also in apikaler Richtung auswirken kann. Das iibrige Kiesel- 
gehiiuse ist so solid gebaut, da es den Druck auffangt. Geitlers 
(1932, p. 89) Satz — fiir Eunotia pectinalis var. minor ausgesprochen —, 
.daB die Giirtel- bzw. Zwischenbinder in apikaler Richtung dehnbar“ 
sein miiften, findet in dem _ fiir Nitzschia putrida beschriebenen 
Schalenbau seine Erklirung. Inwieweit es fiir Eunotia pectinalis zutrifft, 
miiBte das Elektronenmikroskop entscheiden. Doch diirfte eine solche An- 
ordnung nicht einmalig sein: Kolbe (1943) gibt auf Tafel 1, Abb. 2 eine 
elektronenmikroskopische Aufnahme von Amphipleura rutilans (Trent), 
in der das bei der Praparation geléste Giirtelband am apikalen Ende 
ebenfalls eine solche Aufbiegung zeigt. 

Geitler weist den Gedanken, die Beibehaltung der Apikallange bei 
Eunotia pectinalis als Regulation von Zellen zu geringer Grofe anzu- 
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sehen, zuriick. Fiir den vorliegenden Fall der Nitzschia putrida deutet die 
ploizliche Laingenabnahme, die auf den Zustand konstanter Lange folgt. 
und die sich dabei ergebenden Uberlegungen und Berechnungen geradezu 
auf regulative Vorginge besonders auf eine Normalisierung des Verhalt- 
nisses Wasser zum iibrigen Zellinhalt hin. 


c) Starke Abnahme der Durchschnittslange und Uber- 
gang zu Teilungen mit Grékenabnahme 


Die Diatomeenzelle zeichnet sich dadurch aus, daft sie als voll lebens- 
fahig bleibendes Individuum eine starke Verkleinerung erfahren kann, 
wobei so grofe Unterschiede auftreten kénnen, wie Geitler (1932, p. 78) 
sie fiir Eunotia formica zwischen 230 und 12 yu angibt. Diesen Zellen kommt 
damit die Méglichkeit zu — wenigstens bis zu Erreichung einer MinimalgréRe, 
die bis zu 50% unter der Zellenlinge liegen kann, die die Auxosporenbil- 
dung auslést —, ihr inneres Gefiige dem Kleinerwerden derart anzupassen, 
da sie alle Lebensfunktionen noch ausfiihren kénnen. Die Zellen der 
Diatomeen verfiigen demnach iiber ein Regulationssystem, das die Zell- 
bestandteile, u. a. die Eiweiffmolekiile des Protoplasmas und die ketten- 
formigen Pektinmolekiile, den stark veranderten Gréenverhiltnissen regu- 
lierend anpaft. Das Verhaltnis Wasser zum iibrigen Zellinhalt diirfte 
konstant bleiben. 

Gerade aber dieses Verhaltnis erfahrt durch die mit der Temperatur- 
erniedrigung verbundenen Vorginge bei der Nitzschia putrida eine Ver- 
anderung. Wahrend die durch die erste Abkiihlung bewirkte rund 6%ige 
Verkiirzung der Apikalachse hingenommen werden kann, so da an- 


schlieBend Teilungen unter normaler Gréfenabnahme erfolgen, bringt die 
zweite Abkiihlung mit der insgesamt rund 20%igen Kiirzung eine zu 
starke Verschiebung dieses Verhaltnisses. Das Protoplasma in Tatigkeit be- 
findlicher Zellen enthalt 70—80% und noch mehr Wasser: das Verhialtnis 
Wasser zu den iibrigen Bestandteilen des Protoplasmas sei als 4:1 ange- 
nommen. 


Geht man davon aus, als Ursache der Langenabnahme Wasseraustritt 
anzusehen, so verschiebt sich das Verhalinis Wasser zum iibrigen Inhalt 
auf 3.2: 1, wenn die Gesamtverkiirzung von 19% angenommen wird, bzw. 
3.45:1, wenn nur auf die 13.6%ige Verkiirzung der zweiten Abkiihlung be- 
zogen wird. Die Beibehaltung der Lange iiber 25 Teilungen hinweg, wie sie 
auf Platte K, 1 K und 2K beobachtet wurde, erklart sich damit, daB die 
Zelle durch Wasseraufnahme das Verhaltnis zu normalisieren versucht. 
Wahrend der iibrige Inhalt, sich dem normalen Rhythmus fiigend, eine 
Verringerung erfahrt, wird Platz fiir das Wasser geschaffen. Eine einmalige 
Aufnahme des gesamten fehlenden Wassers erfolgt nicht, da die Verkiese- 
jung der Membran und der bekannte Teilungsmechanismus dies verhindern: 
Plasmoptyse wurde nicht beobachtet. 

Errechnet man unter diesem Gesichtspunkt das wahrend 23 Teilungen 
aufzunehmende Wasser, so verschiebt sich das Verhalinis von 3,2:1 auf 
3.7:1 bzw. von 3.45:1 auf 3,.9:1, d. h. bis auf etwa 8% wird der Ausgleich 
erreicht. Die 5.8%ige Verkiirzung bei der ersten Abkiihhing liegt also unter 
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der tragbaren Grenze. — Da die Zahlen nur Schatzungen sind, ist das Ge- 
sagte als Arbeitshypothese zu werten. 

Nimmt man, wie oben erwahnt, an, daft der iibrige Zellinhalt dem 
Rhythmus der normalen Lingenabnahme folgte, so erkliren sich die auf 
Platte 3K beobachteten Erscheinungen — starke Verkiirzung um den Be- 
trag, der sich fiir die durchschnittliche Verkleinerung der Apikalachse 
wahrend 25 Teilungen errechnet, und anschlieRenden Teilungen mit nor- 
maler Verkiirzung — wie folgt: 


Durchschnittslange nach der'2. Abkiihlung 
V,, tiber 25 Teilungen 


fiir Platte 2K errechnete Durchschnittslainge 18,6205 u 
V,, fiir 8 Teilungen auf Platte 3K — 0,4664 uw 


Durchschnittslange auf 3 K errechnet 18,1541 w 
Durchschnittslange auf 3 K gemessen 18,177 uw 








Nach der Normalisierung des Verhiltnisses Wasser zum iibrigen Zell- 
inhalt passen die Zellen nach dem Uberimpfen auf die Platte 3K ihre 
Lange der normalen Verkiirzung an und verlassen demgemaf die Teilungen 
mit konstanter Apikallange. 

Kessler und Ruhland (1938) unterscheiden bei ihren Uberlegun- 
gen iiber die inneren Ursachen der Kilteresistenz zwei aufeinanderfolgende 
Vorgiange: 1. die éigentliche Hydratation des Plasmas, bei der die frei im 
Protoplasma vorhandenen Wassermolekiile eng um die Micellen gelagert 
werden, so daf{ Volumverminderung zu erwarten ist, und 2. weitergehend 
die Aufnahme von Wasser aus der Vakuole in das Gefiige des Protoplas- 
mas mit anschlieRender Quellung und betrachtlicher Volumvergréferung, 
auch des Zellkerns resistenter Zellen. 

Betrachtet man die bei der Nitzschia putrida sich darbietenden Ver- 
haltnisse unter diesem Gesichtspunkt, so taucht folgende Vermutung auf: 
Der oben errechnete Restbetrag von 8% kann dann nicht durch Wasser- 
aufnahme ausgeglichen werden, wenn eine Verkiirzung unter diesem 
Prozentsatz durch die eigentliche Hydratation, also nicht durch Wasser- 
abgabe nach auffen hervorgerufen wird. Dies kénnte auch eine Erklarung 
dafiir sein, da die Zellen die erste Abkiihlung, die eine Langenabnahme 
von nur rund 6% erbrachte, nicht mit einer Konstanz der Apikallangen 
beantworten, sondern die Normalisierung durch Umlagerung der Wasser- 
molekiile vornehmen kénnen. 

Bei anhaltender, starker Abkiihlung kommt es bei den Zellen der 
Nitzschia putrida — aus der Starke der Kontraktion zu erschliefen, ahn- 
lich wie bei den Zellen, fiir die He nckel (1950) die Plasma-Isolation be- 
schreibt — sicher auch zu Wasseraustritt, so daB die von Kessler und 
Ruhland fiir die zweite Phase angegebenen Verhiltnisse vielleicht nur 
ein Zwischenstadium darstellen. 


Auch die Priifung dieser Fragen ist in die weitere Untersuchung ein- 
hezogen. 
Protoplasma, Bd. XLIX/1 8 
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Die Vermehrung auf Platte 4K erfolgte wesentlich langsamer als auf A,,, wenn 
auch nach allerdings verschieden langen Zeiten beide voll besiedelt wurden. Das 
von den kleinen Zellen eingenommene Areal war nach dem gleichen Zeitraum 
kleiner als die von den grofen Formen des A-Stammes auf A,, besiedelte Flache. 
Diese Minderung der Vitalitat zeigt sich auch deutlich in der Stérung der Teilungs- 
folge, die aus Tab. 2 ersichtlich ist. Nach Geitler (1932, p. 78) zeigen sich solche 
Stérungen nach Unierschreitung der KopulationsgréRe, die fiir Nitzschia putrida bei 
etwa 30 liegen diirfte. Auf A.; und 5K wurden noch einige Teilungen beobachtet, 
dann aber gingen beide Stimme trotz aller Pflege ein, so daf die Untersuchungen 
mit diesem Material nicht fortgesetzt werden konnten. 


Diese Arbeit sei dem Gedenken meines verstorbenen Lehrers Herrn Pro- 
fessor Dr. Ernst Kiister, Giefen, gewidmet. 


Zusammenfassung 


1. Die Nitzschia putrida Benecke wurde zuerst einer 15 Minuten wiah- 
renden Abkiihlung auf — 26°C unterworfen; nach 14 Tagen wurden die 
Nachkommen 35 Minuten lang auf die gleiche Temperatur abgekiihlt. 

2. Die Diatomeen iiberstanden diese Temperaturerniedrigung. Die Ge- 
schwindigkeiten der Zellen des nicht kaltebehandelten A-Stammes und 
des kaltebehandelten K-Stammes liegen im gleichen Bereich. Dies gilt fiir 
Agar und Glas als Unterlage. 

3. Die Zellen beantworten die Abkiihlung mit einer Verkiirzung der 
Apikallange um 0,389% der jeweiligen durchschnittlichen Ausgangslange 
pro Minute Abkiihlungszeit. Durch Bildung kleiner Schalen werden diese 
Langen manifestiert. 

4. Die Gréfe, um die sich die Nitzschia putrida bei dem normalen 
Teilungsgeschehen verkiirzt, ist 0,1166 u, d. h. die Dicke des Giirtelbandes 
betragt an den apikalen Enden 0,0583 uw. Da wegen der Kleinheit des Ob- 
jektes eine Messung mit dem Lichtmikroskop nicht méglich ist, wurde diese 
Zahl an Hand einer Formel errechnet, die durch Anwendung des Binomial- 
satzes und der Annahme der Simultanie der Teilungen gewonnen wurde. 
Die einzusetzenden Werte wurden durch Messungen und Zahlungen er- 
mittelt. 

5. Die Giiltigkeit des Binomialsatzes und die Simultanie konnte fiir die 
Nitzschia putrida erwiesen werden. 

6. Wiahrend auf die erste 5.8%ige Verkiirzung Teilungen mit normaler 
Langenabnahme folgten, schlossen sich an die zweite Verkiirzung Tei- 
lungen mit konstanter Apikallinge an. 

7. Uber etwa 25 Teilungen hinweg wurden gleiche Langen beibehalten 
Diese Erscheinung la&t sich als Regulationsvorgang zur Normalisierung des 
Verhiltnisses Wasser zum iibrigen Zellinhalt deuten. Es ist anzunehmen, 
daB dieses Verhiltnis bei der Abkiihlung durch Wasseraustritt eine Ver- 
schiebung erfuhr. 

8. Nach diesem Stadium erfolgte ohne daufere Einfliisse ein starker 
Langenverlust um den Betrag, der sich fiir die durchschnittliche Langen- 
abnahme iiber 25 Teilungen errechnet. 
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9. Bei den folgenden Teilungen zeigten sich Stérungen der Simultanie, 
die z. T. durch mit der Abkiihlung verbundene Vorgiinge in den Zellen 
verursacht sein kénnen, zum anderen sich auf die Unterschreitung der 
KopulationsgréRe zuriickfiihren lassen. 

10. Letzteres diirfte auch der Grund sein, weshalb die Kulturen trotz 
sorgsamster Pflege abstarben. 
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Mitosis may be called one of the most specified phenomena among 
various cellular activities. Although a great number of investigations on 
the mitosis using the light microscope has been brought about up to present, 
many questions concerning the fine structure of the mitotic apparatus 
formerly unanswered due to the limit of resolving power of the light 
microscope, are now open to further investigation. 

Recently, the use of the electron microscope with thin-sectioning 
technique yielded an excellent accumulation of knowledge in the field of 
cytology, but most of it is concerned with the resting stage of cells. Of the 
mitotic cell division, only a few results have been obtained such as that 
reported by Beams et al. [2,3], Sedar and Wilson [38], Rozsa and 
Wyckoff [34, 35], and Selby [39]. The opinions of these authors are 
extremely divergent, especially on the fine structure of the achromatic 
figure. Namely, Beams et al. and Sedar and Wilson reported upon 
the electron microscopic appearance of the aster and spindle, but other 
authors generally negated the existence of the spindle as a fibrous element. 

There arises an important question whether the fibrous feature of 
achromatic figure, clearly visible by light microscopy, is an artefact as 
stated by some authors, or whether an essentially existing feature—the 
spindle and aster—are masked in their electron microscope preparations. 

The present author put forward the investigation on the mitotic figure 
in sea-urchin blastomeres in an attempt to contribute to the knowledge on 


1 The substance of this article was presented at the 61st Annual Meeting of 
the Association of Japanese Anatomists held on April, ist, 1956 at Kumamoto, 


Japan, and published as an abstract in Japanese on the Acta Anat, Nipponica, 
31, 90 (1956). 
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the ultra-structure of mitotic apparatus elucidating the above-mentioned 
problem. 

It could be expected that the present results might shed light on some 
of the mechanism of mitosis which has long been in controversy. 


Material and Methods 


For the experimental material, blastomeres of 2—8 cell stage in arti- 
ficially inseminated ova of Japanese sea-urchin (Heliocidaris crassispina) 
were used. 

Specimene fixed in 1% osmium tetroxide-sea water solution for about 
30 minutes were dehydrated in graded ethyl alcohol and embedded in a 
mixture of n-butyl methacrylate and methyl methacrylate in the ratio of 
8:2, with 2,4-dichlorobenzoyl peroxide (Luperco CDB) in 2-5% as poly- 
merizing catalyst. Thin sections about 0.1—0.05 1 thick were made with 
a thermal expansion microtome (Japan Electron Optics Laboratory) 
equipped with a glass knife as introduced by Latta and Hartmann 
[24]. 

Sections were put on a clean glass slide and dryed, then immersed in 
amyl acetate for several hours and acetone for one hour in order to extract 
the embedding medium, and then soaked into 2% solution of parlodion 
and dryed in a vertical position. To avoid any deteriorating effect caused 
by the change of surface tension during the drying of solvents [22], sections 
were promptly moved from one solvent to another without time interval 
to allow the evaporation of solvents. As the last solution dryed, the sections 
were partly embedded in the parlodion film preventing a distortion of 
minute structures by grading stickiness of the parlodion solution. According 
to the above technique, the masking effect (the weakening in contrast) by 
the plastic remained could be totally avoided minimizing the destortion 
due to the extraction of the embedding plastic. 

Parlodion film containing the sections were floated on warm water and 
supported by ordinary copper grids. Sections were examined in a JEM-4 
electron microscope (Japan Electron Optics Laboratory) with 0.05 mm. 
cbjective aperture and 50, 80 or 100 KV accelerating potential. Electron 
micrographs were taken at 1500-5000 in direct magnification and 
thereafter enlarged optically as desired. 


Observations 
I Achromatic Elements 


(1) The origin and structure of the aster 


At the interkinetic stage of the blastomeres, it is observed that a great 
number of small granules is scattered in the ground substance of the cyto- 
plasm near the nucleus, ranging in diameter from several to 200my (in 
most cases 50-100my) (Fig. 1). These granules frequently tend to be 
chained in bead-like fashion and may be termed “microsomes.” 
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The aster seems to arise from a radial orientation of bead-like chaines 
of small cytoplasmic granules, the above-mentioned microsomes ac- 
companying the multiplication of these granules. 

In Fig. 2, many astral rays are observed radiating from a single mass 
composed of several minute granules (50-100 my) immediately above the 
small elevation of the nuclear membrane at about the center of the picture, 
which is suggestive of the identity of the centrosome. The astral rays, as 
seen in this micrograph, are partly composed of solid granules or minute 
vesicles chaining up with each other, and partly of short tubules appearing 
as distinct double lines. 


Fully formed astral rays (Figs. 6 and 7), however, appear mostly to be 
tubules having a caliber of 40-50muy. It is suggested, therefore, that each 
microsome constituting the early astral rays may change its form from 
a solid granule to a vesicular one, and finally give rise to the tubular 
appearance of complete astral rays probably due to the fusion of the 
neighbouring vesicles. 

Fig. 3 also shows an early stage of prophase, in which are observed 
two asters at the upper and lower corner of the picture, connected with 
each other by a bundle of achromatic fibers seen along the right border 
of the nucleus. This figure suggests a movement of the centrosomes to the 
opposite poles of the nucleus. 


Astral rays of a tubular nature resemble the canaliculi frequently 
observed in the interkinetic cytoplasm of oocytes of the same animal [23}, 


having the same order of caliber and a similar appearance in both cases, 
and possessing many nodular expansions along their courses. But in con- 
trast to the canaliculi in resting cell cytoplasm, astral rays are characterized 
by their radial orientation and frequent branching and anastomosing. The 
latter tendency forms a rather compact reticulum near the center of the 
aster, which is thought to coincide with the so-called centrosphere (Fig. 6). 


In a section slightly deviated from the plane through the center of the 
aster, the region thought to correspond to the centrosphere is observed to 
be enlarged; and in some extreme cases of such deviated sections, the radial 
orientation of the astral rays is almost indistinct, but the region of the 
aster is occupied by a large spherical mass of grouped small vesicular 
units with the occasional appearance of short tubules (Fig. 8). The reason 
of such appearance of the aster may be, as in the former case, due to the 
centrally situated rays being apt to be cut transversally whereas most of 
the peripheral rays are sectioned in oblique or longitudinal orientation, 
with result that the center of the aster is filled with small vesicular features 
which may be actually the cross-sections of the astral rays; in the latter 
sections almost all of the astral rays may be cut transversally showing 
a mass of vesicular or ring-shaped units. 

Due to the growth of the aster, the yolk globules and mitochondria are 
pushed away to the periphery, and their absence from the central portion 
of the aster was observed (Figs. 2, 6, and 8). A yolk globule held between 
the astral rays at the peripheral portion is always seen as elliptical in 
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form with its major axis oriented along the direction of the astral rays 
(Fig. 7). This is in contrast to the yolk globules in the interkinetic cells or 
apart from the aster where the influence from the aster is negligible, whose 
forms are mostly spherical, or even in the case showing the elliptical form, 
ihe orientation of their major axes are recognized to be at random. It is 
assumed, therefore, that the astral rays may be rigid fibers and influence 
mechanically the form of yolk globules. 


(2) The origin and structure of the spindle 


As the disappearance of the nuclear membrane begins at the opposite 
poles in the region of the centrosomes, the spindle fibers begin to appear 
and seem as if they enter into the nucleus through the area from which the 
nuclear membrane has disappeared. However, the centrosomes are situated 
very close to the nuclear membrane, and even at the stage when the disap- 
peared portion of the nuclear membrane is still narrow without space to 
permit the flow of any substance into the nucleus, the appearance of the 
spindle fibers is already recognized. Hence, it can hardly be considered 
that the spindle fibers originate from the substance of the cytoplasm or 
centrosomes, but not from nuclear materials. 

In the early period of the appearance of the spindle, spindle fibers 
which have not yet been attached to the chromosome show a tubular nature 
at the base (the end toward the centrosome) and a bead-like feature at 
the extending tip (the end toward the chromosome) being irregularly 
connected to the intranuclear achromatic network (Fig. 5). 

Thus the author assumes that the spindle fibers derive from the linear 
array of intranuclear small particles (possibly the achromatin granules) 
eventually attaining a tubular feature in manner like those of astral rays. 

The three elements of the spindle according to Schrader [37], ie, 
(1) continuous fibers, (2) chromosomal fibers and (3) interzonal fibers were 
all observed clearly, under the electron microscope, as bead-like chains of 
small granules or vesicles in the initial state of their development, and as 
tubular fibers in their full-formed state (Figs. 8, 9, and 10). 

The fine structure of the constituent fibers of these three elements of 
the spindle is shown generally with the same feature in electron micro- 
graphs, but discernible from each other by the relationships to the chromo- 
somes. This means that the continuous fibers are not attached to the 
chromosomes and are stretched between the two poles, the chromosomal 
fibers connect the chromosomes to the pole (Fig. 10), and the interzonal 
fibers appear later at anaphase stretching between the separating daughter 
chromosome groups (Fig. 14). The chromosomal fibers were most obvious 
even in a low power electron micrograph (Fig. 9), the reason, of which, 
may be explained by the fact that they are characterized by the tendency 
to form bundles owing to their side-by-side contact (Fig. 10). 

In the sections parallel to the spindle axis at metaphase, one can ob- 
serve numerous tubular features of the spindle fibers near the equator 
showing definite paired lines, but vesicular or ring-shaped features some 
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of which are conceivable as cross-sections of tubules, can be observed near 
the spindle poles (Figs. 8 and 10). 

A section perpendicular to the spindle axis (Fig. 11) shows small 
vesicular or ring-shaped patterns near the central region of the equatorial 
plane, long elliptical features in the region between the periphery and 
center, and at the extreme periphery considerable long double lines closed 
at each end, the orientation of whose long axes coincides with an imagined 
direction radiating from the central axis of the spindle to the periphery. 
It may be logical to assume that, in such a section, the vesicular or ring- 
shaped patterns near the central axis represent the cross-sections of tubular 
spindle fibers, and the elongated double lines at the periphery correspond 
to the obliquely or longitudinally sectioned tubules. 


(3) The disappearing process of the achromatic figure and the division of 
the cell body 


During the disappearing process of the amphiaster from anaphase to 
telophase, the tubular appearance of the fibers fades away turning to 
bead-like chains of granules or vesicles, whose orientation gradually 
becomes irregular. 

On the chromosomal fibers and asters, the disappearing process takes 
place early at anaphase, but interzonal fibers are seen to maintain a 
tubular shape after the other fibers have already turned to granules, and 
on these fibers near the equatorial plane, there develop solid dark granules 
with relatively large dimensions (100-300 mu) which may be identified as 
ihe so-called mid-bodies (Fig. 14). In the Heliocidaris zygote, however, the 
development of the mid-body is not intensive but degenerates at the end of 
telophase becoming indistinguishable from a large-sized microsome. 

As shown in Fig. 18, the constricted cytoplasm is observed connecting, 
like a bridge, the half-segmented daughier cells, and the interzonal fibers 
which have not yet totally disappeared are stretched between the re- 
constructing daughter nuclei, running through the center of such a cyto- 
plasmic bridge. The interzonal fibers in this stage are seen as a bundle 
of chains of small granules losing their appearance like tubules, while the 
rest of the spindle fibers as well as astral rays have already been com- 
pletely lost from sight showing themselves as merely a feature of dispersed 
granules. 

The mid-bodies on interzonal fibers have also degenerated in this stage, 
and the periphery of the bridge-like constriction of cytoplasm is occupied 
by the yolk-containing cytoplasm in which neither the interzonal fibers 
nor mid-bodies can be observed. Thus, the mid-body may not play a role 
in the formation of the dividing surface for the cleavage of the eggs of 
this animal. 


From the free surface of the fertilized eggs, numerous finger-like 
protrusions extend into the perivitelline space, some of which connect 
the egg surface to the fertilization membrane (Fig. 18). On the contrary, 
the contact-surface of daughter cells is found to be smooth and have no 
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protrusions or intercellular bridges at all (Fig. 15). In Fig. 18, the outer 
one-third of the wedge-shaped furrow bears such protrusions, whereas the 
inner two-thirds are smooth. Furthermore, the transition between the sur- 
faces with and without protrusions is slightly angular. In view of the 
above facts, it may be concluded that the invagination by the cortical 
layer of the uncleaved egg is restricted only to the edge of the cleavage 
furrow and that most of the cleavage surface is newly formed. 

As the formation of the cleavage surface is completed, the remainder 
of the interzonal fibers also disappears and the place, where the inter- 
zonal fibers have been situated, is entirely occupied by the re-flowed cyto- 
plasm containing numerous yolk globules and mitochondria which have 
been repelled towards the periphery at the beginning of the mitosis 
(Fig. 15). 

Most of the achromatic fibers (astral rays and spindle fibers) are turned 
into dispersed granules (microsomes), some of which may be reorganized io 
form nuclear membrane of the daughter nucleus, but most are scattered 
in the cytoplasm. A small part of the achromatic fibers is, however, con- 
sidered to be able to persist as canaliculi or microsome-chains throughout 
interkinesis. 


Il. Chromatic Elements 


(1) The fine structure of interkinetic and prophase nuclei 


The karyoplasm of the resting blastomeres is composed of small 
particles with various electron densities, ranging in diameter from 20 to 
100m, which chain and anastomose to form a complicated network. 
Occasionally, a number of short chains of particles arranged parallel to 
each other shows itself like a cross-striated band. It is assumed to cor- 
respond to a section of the so-called “coiled chromonema” [46]. In the 
resting nuclei of blastomeres, there exist, peripherally, several numbers 
of small rounded bodies measuring about 300-700 my in diameter, which 
are thought to be the nucleoli (Fig. 1). 

It has long been conceived as a consequence of light microscopy, that 
the karyoplasm of any cell nuclei consists of chromatic and achromatic 
(linin) substances. In electron micrographs, however, it is quite difficult 
to distinguish one substance from the other in the resting nuclei, unless 
a specific chemical treatment is applied. Only various grades of electron 
density of the nuclear particles are recognized. 

At an early stage of prophase, nothing is observed on the structural 
changing in karyoplasm, nevertheless in the cytoplasm the appearance of 
the astral rays has already occurred (Fig. 2). As it enters into the middle 
stage of prophase, in which the disappearance of the nuclear membrane 
begins to take place, the coiled chromonema becomes more evident ac- 
companying the density-increase of constituent particles (chromomeres) 
(Fig. 5). After complete disappearance of the nuclear membrane, the 
prophase chromosomes composed probably of spirals of chromonemata, 
seem to tighten the spiral more and more, as they gather in the central 
region of the nucleus to line up at the equatorial plane (Fig. 4). 
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(2) The fine structure of metaphase chromosomes 


Metaphase chromosomes are often too dense for one to visualize their 
internal structure. But in some favorable sections thin enough, a definite 
cross-striation is observed within them (Figs. 9 and 10). 

In sections perpendicular to the spindle axis (Figs. 11 and 12), each 
metaphase chromosome was observed to consist of an electron dense cortex 
and a less opaque internal matrix which contained some granules, and 
without evidence of a limiting membrane. The cortex is composed of 
tightly ranked strands or tubules of about 30my thick which contain 
extremely minute particles along their axes. These strands or tubules may 
represent the so-called chromonema which can be seen in sections as cross- 
striations, but three-dimensionally may be considered to be a spiral thai 
tightly surrounds the chromosome. As compared to those at prophase, the 
chromonemata in the metaphase chromosomal cortex are highly organized, 
that is to say, the thickness of strands has less variation, in not showing 
the bead-like features and being ranked tightly in an extremely regular 
manner. 

In Fig. 10, it is observed that most of the chromosomes are paired. Each 
member of the pair is similar in size and shape with its mate and sometimes 
connected to its mate by a bridge-like connection which, in some, is only 
a narrow connection of the cortex, but, in others, is a broad connection 
including both the cortex and the internal matrix. It is considered that 
the above features may indicate a longitudinal fission of the mother 
chromosomes producing the daughter chromosomes. 


(3) The reconstruction of daughter nuclei 


According to Wilson [45], there are three modes of reconstruction of 
daughter nuclei, depending upon the animal species and cell types. In the 
reconstruction mode of daughter nuclei in sea-urchin blastomeres, the 
formation of so-called “chromosomal vesicles” is characteristic as described 
by Wilson. 

At the termination of anaphase movement of the daughter chromo- 
somes, each chromosome increases in size and becomes converted into 
“chromosomal vesicles” (Fig. 14). Chromosomal vesicles, early referred 
io as “karyomeres,” are often erroneously interpreted to be small frag- 
mented nuclei or miniatures of resting nucleus by light microscopists. Ia 
electron micrographs they are found to differ definitely from the resting 
nuclei and represent themselves as strongly expanded chromosomes, which 
may be presumed to be a result of extreme hydration. Though a 
chromosomal vesicle also possesses a cortex and matrix as well as a meta- 
phase chromosome, the organization of chromonema in the cortex is much 
loosened and the density of the matrix is diminished (Figs. 14 and 15). 

At telophase, strongly expanded chromosomal vesicles approach, then 
contact, and fuse with one another, eventually forming a single mass of 
the daughter nucleus. During the fusion of the chromosomal vesicles, it 
is seen that the chromonemata constituting the cortex are extended into 
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the internal matrix from the point of fusion, showing a wave-like course 
(Fig. 13). Meanwhile the circumference of the nuclei being reconstructed, 
sometimes having a lobular outline, is observed to be temporarily indistinct 
(Figs. 16 and 17), in contrast to the completely formed nuclei which are 
sharply marked off from the surrounding cytoplasm. Judging from the 
above facts, it may be considered that the chromonemata in the cortices 
of the chromosomes irregulary move into the interior of the nucleus forming 
the resting karyoplasm, and the nuclear membrane does not derive directly 
from the chromosomal coriex, but probably does arise from the secondary 
reorganization of microsomes which appeared as a result of the disinte- 
gration of spindle or asters. 


Discussion 


(1) On the fine structure of the mitotic apparatus 


The electron microscopic features of mitosis were first described by 
Beams, Evans, Van Breemen and Baker (2, 3| using a crayfish 
testis and whitefish blastulae as materials. Rozsa and Wyckoff 
[34, 35] and Sedar and Wilson [38] subsequently observed the mitosis 
in onion root tip cells. These early observations, however, may be said 
not to be complete ones, because of a deficiency in technique for ultra-thin 
sectioning. Recently, with use of a more improved technique for electron 
microscopy, a great number of cytological studies has been published but 
the study of mitosis is still limited, largely, to the work on ascites tumor 
cells by Selby [39]. 

Rozsaand Wyckoff reported that the spindle fibers were definitely 
observed under the electron microscope in acid-fixed specimens such as 
those fixed by Flemming’s solution, but could not be found in sections 
by neutral fixation (neutral 4% formalin), and concluded that the spindle 
is evident as a preferred orientation or polarization of the strands of the 
protoplasmic network. Selby is also inclined to the conception that the 
spindle is not a fibrous component but a general orientation of cytoplasm, 
with the single exception of the chromosomal fibers which is said to be the 
only element showing fibrous features. 

The present observation above described, however, shows definite 
features of the spindle and asters as tubular fibers in fairly well preserved 
sections fixed with osmium tetroxide-sea water solution, in which the 
buffer action of sea water is sufficient to keep the pH from neutral to 
slight alkaline. Furthermore, in contrast to Selb y’s description, not only 
the chromosomal fibers but also interzonal and continuous fibers as well 
as astral rays are shown apparently as fibrillar or tubular. Such a diver- 
gence in observations seem more likely due to the difference in observing 
magnification and preparation technique rather than to the differences in 
experimental materials. 

A part of Selby’s description that the chromosomal fibers are seen 
as a fibrous feature agrees with the observations in the present study, 
where the chromosomal fibers can be observed most conspicuously even in 
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a low power electron micrograph, possibly dependent upon the tendency 
to form bundles by their side-by-side contact. 

In this connection, Beams etal. and Sedar and Wilson stated that 
the chromosomal fibers appeared to be compound, i.e., made up of smaller 
fibers of about 300-600 A in width, reaching the same conclusion as the 
present author. However, the view of Beams etal. that the bead-like 
banding of spindle fibers is “the result of irregular contraction at the time 
of fixation” and “astral rays seem to be fibrous rather than hollow tubes,” 
is not reconciled with the author’s view, that suggests both the bead-like 
and tubular shape to be essential features of the achromatic fibers, the 
varying shape of which depends only on their step in the developing or 
fading process. ‘This conclusion was deduced from careful observations 
on a great number of electron micrographs showing successive stages of 
the mitosis. 

As stated above, the author ascribed the origin of spindle and asters 
to the intranuclear- (achromatin granules) and cytoplasmic small particles 
(microsomes), respectively. This view supports the older studies upon the 
mitosis of fertilized sea-urchin eggs by Wilson [44], Erlanger [15], etc; 
who regarded the spindle to be of nuclear, and the asters to be cytoplasmic 
origin. 

In a recent paper by Wessing [43], it is reported that a great deal 
of RNA is found to be accumulated on the asters at mitosis in nematode 
eggs, while in the resting stage RNA is found as a crescent or ring-shaped 
zone surrounding the nucleus. This part of the RNA accumulation re- 
markably coincides with the part of the distribution of microsomes shown 
in the present electron micrographs. On the other hand, the microsomes 
are believed to contain a high quantity of RNA as postulated by 
Claude [12], Monné [28], ete. These studies may thus support the 
present argument that the “microsomes” would be the origin of the astral 
rays, suggesting that the “microsome” in this study coincides not only 
morphologically but also biochemically to the “microsome” of Claude 
or “chromidia” of Monné. 

Since Baranetzky [1] found a spiral structure within the chromo- 
somes of pollen mother cells of Tradescantia, a great number of light 
microscope investigations has confirmed the existence of the spiral-shaped 
chromonemata within the mitotic chromosomes. However, the problem 
whether or not a limiting membrane or pellicle exists on the surface of 
the chromosome, is still debated. 

Electron microscopically Rozsa and Wyckoff [34] reported the 
mitotic chromosomes to be devoid of any particulate internal structure but 
to appear as structurally homogeneous bodies. On the contrary, Y as u- 
zumi and Odate [47] using a modified squash technique, showed the 
presence of a spiral structure within the mitotic chromosomes of Droso- 
phila nerve cells. Furthermore, Selby [39] found in his sections a 
periodic contouring or density-variation in metaphase chromosomes sug- 
gesting the internal structure. 

Electron micrographs in the present study revealed a periodic striation 
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in the cortex of each metaphase chromosome similar to Selby’s 
description. That striation may be considered, three-dimensionally, as 
a spiral which surrounds the chromosome. Such a speculation is confirmed 
by comparing them to the structure of prophase chromosomes (slightly 
modified from the coiled chromonemata at the interkinesis) and chromo- 
somal vesicles at anaphase and telophase. 

The present observation did not give evidence of any structure con- 
ceivable as a limiting membrane or pellicle of the chromosome, excepi 
a dense cortex which bears a striation presented probably by the spirally 
oriented chromonemata. In this regard, Pease and Baker's statement 
{[32] that the salivary chromosomes have no limiting membrane, agrees 
with the author’s opinion. 


(2) On the physico-chemical properties of achromatic fibers and the 
mechanism of the karyokinesis 


Various experimental investigations have ever been published con- 
cerning the physico-chemical properties of the achromatic elements of 
mitosis. According to Gray [17], the rigidity of the aster is proved by the 
fact that it is able to distort the spherical form of the cell. Chambers 
|11] showed the aster to be rigid when he indicated that it can be 
mechanically pushed and moved about in the cytoplasm without loosing its 
form, and that the rays can be bent with a microdissection needle. He 
concluded from the results of the above experiment that the formation 
of astral radiation is accompanied by a turning of the protoplasm from 
sol to gel. 

According to the present observation, yolk globules and mitochondria 
are pushed away to the periphery in the cytoplasm due to the growth of 
the aster, and none of these bodies can be seen at the central portion of 
the aster. Moreover, a yolk globule held between the astral rays at the 
peripheral region of the aster is always recognized as elliptical in form 
with its major axis oriented along the direction of the radiating astral 
rays. 

These facts may be explained from an assumption that the astral rays 
would be rigid fibers which might be able to push and force the yolk 
globules to move away or to transform them. Thus it is conjectured, that 
the astral rays would be a part of the gel-state of protoplasm. The spindle 
fibers might possess similar physico-chemical properties as the astral rays 
do, since they showed the same morphological configuration under the 
electron microscope. 

It is possible to stratify the cytoplasmic components of the sea-urchin 
eggs under the suitable strength of a centrifugal force [18, 27]. In such 
stratified sea-urchin eggs, it could be recognized by electron microscopy 
that the microsomes are collected at the middle layer forming the so-called 
“clear zone,” as the author described elsewhere [23]. It is evident therefo-e 
that the microsomes in the living state are not fixed in position but can 
move freely in the cytoplasm, and that the so-called hyaloplasm, in the 
sense of light microscopy, containing the microsomes would be a sol-siate 
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of the protoplasm. While the cytoplasmic canaliculi which show a very 
similar morphology to the achromatic elements of mitosis in the eleciron 
optical examination, are gathered at the lower part of the clear zone 
without changing their configurations, they are thus thought to be a rigid 
gel-state [23]. In addition, the fact that the spindle can be moved about 
without deformation under the centrifugal force has been reported by 
Morgan [29]. Considering above facts, the observation that the canaliculi 
in the resting cytoplasm, astral rays and spindle fibers appear to have 
similar features in electron micrographs, suggests that these structures are 
also similar in physico-chemical condition. 

Heilbrunn [21] stated according to his experiment upon the 
fertilized egg of Cumingia, “In both maturation divisions and cleavage, 
appearance of the spindle is always preceded by a sharp viscosity increase 
and followed by a sharp viscosity decrease.” As is widely known, the 
protoplasm, a system of colloids, shows a low viscosity in a sol-state and 
increases its viscosity when it turnes into a gel-state. The results of 
Heilbrunn’s experiment clearly indicate an occurrence of gelation at 
the beginning of the mitosis when the astral rays and spindle fibers are 
turning to a tubular shape; whereas at anaphase when the astral rays and 
spindle fibers, begin to change into granules, he showed a decrease of 
viscosity indicating a return to the sol-state. The appearance of the mid- 
body on the interzonal fibers at anaphase can also be understood as a 
result of excessive gelation of these fibers. 

In view of the above facts, it might be said that the canalicular or 
tubular shape in electron micrographs corresponds to the part of gel-state 
of protoplasm. On the other hand, a granular feature, such as microsomes, 
indicates a sol-state. Consequently, the author’s view does not agree with 
the argument by Rozsa, Wyckoff [34, 35] and Selby [39] that the 
spindle is merely a preferred orientation of cytoplasm which is not com- 
patible with the results of cytophysical studies above enumerated. 

Concerning the mechanism of the chromosome movement during the 
mitosis, a tremendous number of speculations based upon observations 
with the light microscope has been enunciated. In a word, two opposiie 
views on this mechanism can be referred to: (1) The attraction hypothesis 
by Van Beneden [41, 42], Boveri [8, 9] and Heidenhain [19, 20} 
argues that the movement of chromosomes is brought about by the con- 
traction of spindle fibers comparable to myofibrils. (2) The repulsion 
hypothesis introduced by Driiner [14], Bélaz [4,5] and Bleier [6, 7| 
explains, on the contrary, that the chromosome movement is fulfilled by 
ihe pushing action of a certain achromatic component (so-called “Stemm- 
kérper”’). The other numerous hypotheses such as electromagnetic theory 
by Lillie [26], surface tension theory by Biitsch1i [10], osmotic pres- 
sure theory by Lawson [25], etc., are not so widely accepted and are not 
discussed in this paper. 

An explanation by the attraction hypothesis is convenient to interprete 
enly the mechanism of anaphasic movement but leads to a difficulty on 
how to explain the prophasic movement towards the equator. Some in- 
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vestigators of the repulsion hypothesis assumed two opposite forces to 
exist on the same element, but this is not easily acceptable since no 
adequate explanation is offered. For instance, Driiner [14] assumed that 
the prophase movement is produced by pushing force of the so-called 
mantle fibers, while the anaphase movement is caused by the contraction of 
the same fibers. 

From the findings in the present study, a provisional assumption on 
the mechanism of chromosome movement during the mitosis is established 
as follows: 


(1) Prophase movement towards the equator: 

Two cones or half-spindles chiefly composed of chromosomal fibers 
grow inside the prophase nucleus concomitantly with the alignment of 
the chromosomes at the equatorial plane. This movement of chromosomes 
during the prophase may be explained by a pushing force exerted by the 
growing spindle fibers turning to gel-state, in other words, becoming 
rigid fibers, because nothing to support the chromosomes against the 
growing fibers is found. 

(2) Anaphase movement towards the poles: 

As the interzonal fibers develop to a gel-state at early anaphase, 
chromosomal fibers simultaneously begin to degenerate turning to a sol- 
state, i.e., granular features in electron micrographs. Thus a considerable 
force would occur to push the daughter chromosomes by means of the 
growing rigid fibers in the interzonal region. Meanwhile, the resistant 


force of half-spindles (chromosomal fibers) may be considered to be 
decreased progressively by their return to a sol-state. An excessive force 
by the interzonal fibers may push the poles apart as well as the chromosome 
groups causing the elongation of the spindle, on which depends the 
separation of daughter chromosomes to some extent. 


The other functions of the achromatic elements in mitosis may be 
assumed: (1) a growing bundle of achromatic fibers at early prophase con- 
necting the two separating centrosomes repells these centrosomes, by which 
the movement of centrosomes towards the opposite poles could be carried 
out, (2) the asters and the continuous fibers of the spindle exert a function 
to maintain the two poles in appropriate position. An opinion that the 
asters play a role in the mechanism of cytokinesis [17] is not neglected, 
but the ascertaining of this mechanism by electron microscopy still remains 
for future research. 

Rather recently, Pease [31] remarked, from the application of hydro- 
static pressure on some mitotic cells, that the anaphase movement is ac- 
complished by the sol-gel-sol transformation, with gel being added to the 
central bulk of the spindle while a proportional solation goes on at the 
poles. This postulation from the physico-chemical standpoint is quite 
agreeable with the present observations with the electron microscope. 

Saguchi [36] also established the hypothesis comparable with the 
author’s view, assuming two different repulsive elements for prophase and 
anaphase movement. 
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Yet Ris [33] interpreted the anaphase movement to be caused by two 
separate processes: the shortening of chromosomal fibers and the elongation 
of the spindle, negating the existence of specialized region for pushing 
lhody (Stemmkérper) as the spindle seems to be uniform in structure and 
to elongate uniformly. 

Notwithstanding the same appearance between the half-spindle and 
interzonal region (so-called “Stemmkérper”) on the observations of living 
cells by light microscopy, the electron micrographs of fixed specimens 
showed quite different features for these two regions at the stage of 
anaphase, namely granular in the half-spindle and fibrous or tubular in 
the interzonal region. But the electron optical feature of the chromosomal 
fibers at prophase or metaphase shows a striking similarity with those of 
interzonal fibers at anaphase. The author’s view is that the difference 
between the chromosomal fibers and interzonal fibers at anaphase is not 
essential but indicates only a different step of colloidal transformation. 


(3) On the division of the cell body 


There have been published two opposite theories concerning the be- 
havior of the cell surface during the cytokinesis (division of cell body). 

Erlanger [15], Spek [40] and others stated that the division of the 
cell body is accomplished by a flow of the protoplasm constituting the celi 
surface, and that new dividing surfaces of the daughter cells are formed 
by the invagination of the cortical cytoplasm of the mother cell. 

On the contrary, Motomura [30], observing the cortical pigment 
granules as an indicator, showed the fact that the cortical layer does not 
enter the interior of the cleavage furrow and the cleavage surface is 
covered by a newly-formed surface layer. Furthermore, K. Dan, J.C. Dan 
and Yanagita [13] also described, “... the original surface of the 
uncleaved egg will cover the free surface of the blastomeres, while the 
contact surface consists of a newly-formed surface.” 

Electron micrographs in the present study revealed the fine proto- 
plasmic protrusions from the surface of the fertilized egg, some of which 
connect the surface to the fertilization membrane. On the surface of the 
cleavage furrow, or contact surface of each blastomere, however, none of 
these protrusions is discernible. Moreover, the transition of the surfaces 
with and without protrusions at the edge of the cleavage furrow is noi 
smooth but slightly angular, suggesting that both surfaces are of different 
origin. 

These facts above-mentioned strongly support the view of Motomura 
and Dan etal. that the dividing surface is newly-formed. 


Summary 


The mitotic figure of sea-urchin blastomeres was observed with the 
electron microscope. 

(1) The aster seems to arise from a radial orientation of bead-like 
chains of small cytoplasmic granules (microsomes), finally attaining a 
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tubular appearance probably due to the fusion of neighbouring vesicular 
microsomes. 

(2) Astral rays branch and anastomose with each other forming a rather 
compact reticulum near the center of the aster identifiable with the so- 
called centrosphere. 

(3) The centrosome appearing as a single mass of several minute 
granules is found at the center of the aster. 

(4) The mode of development and fine structure of the spindle fibers 
are recognized as similar to those of the astral rays; but the spindle can 
he assumed to be of nuclear origin. 

(5) During the disappearing process of the amphiaster, the tubular 
feature of the fibers fades away turning into the bead-like chains of 
granules or vesicles, eventually being transformed into dispersed micro- 
somes. 

(6) Metaphase chromosomes were observed to consist of an electron 
dense cortex and a less opaque internal matrix without evidence of limit- 
ing membranes. The cortex is composed of tightly ranked strands or 
iubules which may represent chromonemata that tightly surround the 
chromosome as a spiral. 

(7) The contact surface of daughter cells is found to be smooth in con- 
trast to the free surface of the fertilized ovum which bears numerous 
protrusions, leading to an assumption that the cleavage surface may be 
newly-formed. 

(8) A preliminary discussion is given on the mechanism of chromosome 
movement and other functions of achromatic elements, concerning their 
physico-chemical properties. 
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Addendum 


While this article was in press, the following literatures recently published 
were attained to the author’s hands: 

(i) Tanaka, H., F. Uchino, S. Dohi, and S. Amano, 1956: Acta Haem. 
Jap. 19, 571 (in Japanese). 
(2) De Harven, E., et W. Bernhard, 1956: Zeitsch. Zellforsch. usw. 45. 


378 

In these literatures detailed descriptions on the fine structure of mitotic 
centrioles were given, and the latier authors described that the spindle fibers 
were seen as tubules, which agreed with the result of this article. 
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Explanation of Figures 


Fig. 1. Eletron micrograph showing the perinuclear region of a blastomere in the 
resting stage. A nucleus (N) is shown centrally, being enveloped by a nuclear 
membrane (Nm). Features representing sections of the coiled chromonemata 
(Chn) are observed. Considerably large spherical bodies seen at periphery of 
the micrograph are true yolk globules (Y). Fatty yolk or fat droplets (Fd) and 
mitochondria (Mt) are also observed. Numerous microsomes (Mr) gathered in the 
vicinity of the nucleus form a perinuclear zone free from the yolk globules. 
Magnification 11,000X. 


Fig. 2. Electron micrograph showing the early prophase before the breakdown 
of the nuclear membrane. A single mass of grouped small granules considered 
as the centrosome (Ce) is situated immediately above a small elevation of the 
nuclear membrane (Nm) at about the center of the picture. Numerous astral 
rays (Asr) radiate from the centrosome frequently branching and anastomosing 
with each other. Yolk globules (Y) and mitochondria (Mt) are pushed away 
towards the periphery, but a fat droplet (Fd) in close contact to the nuclear 
membrane is observed. Magnification 16,000X. 


Fig. 3. Electron micrograph showing the early prophase. The nucleus (N) is not 

yet changed but in the cytoplasm an appearance of the amphiaster is observed. 

Two asters (As) are shown at lower right and upper part of the micrograph and 

a bundle of achromatic fibers (Acif) connects the two poles along the right border 
of the nucleus. Magnification 9,000X. 


Fig. 4. Electron micrograph showing the prophase after the disappearance of the 
nuclear membrane. Slightly deviated section of the aster (As) is shown at the 
upper part. Prophase chromosomes (Chr) which may be tightly wound spirals 
of the chromonemata are seen at the central region of the picture. 
Magnification 8,000X. 


Fig. 5. Electron micrograph showing the prophase of abnormal tripolar division. 

The asters (As) are seen developing at three positions: lower right, lower left and 

upper side of the picture. The nuclear membrane has already disappeared and 

spindle fibers (Spf) are appearing. The chromosomes (Chr) are seen to be gathered 
at the center of the nucleus. Magnification 10,000X. 


Fig. 6. Electron micrograph showing the central portion of the aster. A com- 
plicated network made up by the anastomosis of astral rays corresponding tv 
the so-called centrosphere is seen at the center. Magnification 18,000X. 


Fig. 7. Electron micrograph showing the peripheral part of the aster. A tubular 

feature of each astral rays (Asr) is clearly shown. Frequent branching and 

anastomosing of the astral rays are also recognizable. Yolk globules (Y) appear 

to be elliptical in form with their major axes oriented to the direction of the 
radiating astral rays. Magnification 27,000X. 


Fig. 8. Electron micrograph showing the amphiaster. Chromosomes are only 

represented as grazed sections. Bead-like or tubular feature of each fibril of the aster 

(As) and spindle (Sp) can be observed. Yolk globules (Y), fat droplets (Fd) and 

mitochondria (Mt) are repelled to the periphery out of the amphiastral region. 
Magnification 10,000X. 
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Fig. 9. A relatively low power electron micrograph of a section parallel to the 
spindle axis of metaphase (lateral view). Profils of aster (As), spindle fibers 
(Spf) and chromosomes (Chr) are observed. Magnification 10,000X. 


Fig. 10. Electron micrograph of a section parallel to the spindle axis of metaphase. 
Tubular nature of the spindle fibers is represented in part. Chr, chromosomes; 
Cof, continuous fibers; Chf, chromosomal fibers. Magnification 12,000X. 


Fig. 11. Electron micrograph of a section perpendicular to the spindle axis of 
metaphase (polar view). Internal structure of the chromosome (Chr) is observable. 
The doubling of chromosomes may represent a longitudinal fission producing the 
daughter chromosomes. Small ring-shaped and elongated patterns show various 
sections of the spindle fibers actually in tubular shape (Spf). Magnification 16,000 X. 


Fig. 12. Electron micrograph showing sectioned chromosomes (Chr), with relatively 
high magnification. Cross-striation in the cortex of each chromosome is clearly 
observed. Magnification 33,000X. 


Fig. 13. Electron micrograph showing the fusion of the chromosomal vesicles (Cho) 

at early telophase. It is observed that the chromonema constituting the cortex 

of each chromosomal vesicle extends from the fusing point into the internal 
matrix as indicated by arrows. Magnification 18,000X. 


Fig. 14. Electron micrograph of a section parallel to the spindle axis at late 
anaphase. Daughter chromosomes reached at either pole are already converted 
into the chromosomal vesicles (Chv). Interzonal fibers (I/zf) in tubular nature are 
clearly seen. At the equatorial region, some of the interzonal fibers intensified 
their electron density and produced the mid-bodies (Mb) Magnification 11,000X. 


Fig. 15. Survey electron micrograph representing the telophase. A great 

number of chromosomal vesicles (Chv) are gathered at either pole. Almost all 

of the achromatic fibers have been turned into dispersed microsome-granules 

(Mr). Cleavage furrow (CIf) accompanying the yolk containing cytoplasm in its 

either side is represented by faint double lines running obliquely up to down at 
about the center of the picture. Magnification 8,000X. 


Fig. 16. Electron micrograph showing the early stage of reconstructing process 
of the daughter nucleus. Cleavage furrow (CIf) is shown as a narrow cleft at 
the upper part of the picture, whereas the remnant of spindle fibers (Spr) is seen 
at the lower part as bead-like chains of granules. Reconstructing nucleus (N) 
appeared to be lobular shape suggesting a result of the fusion of chromosomal 
vesicles. Circumference of the nucleus is partly indistinct. Magnification 9,000X. 


Fig. 17. Electron micrograph showing more advanced stage of reconstruction of 
the daughter nucleus. Form and structure of the nucleus (N) is almost recon- 
structed but the circumference is still indistinct in part. Magnification 9,000. 


Fig. 18. Electron micrograph showing constricted area of dividing blastomere. 
Wedge-shaped cleavage furrow (CIf) are indicated by arrows. Remainder of the 
spindle fibers (Spr) are stretched through the center of constricted cytoplasmic 
connection. The daughier nucleus (N) is shown at lower left corner. Fertilization 
membrane (Fm) partly connected to the egg surface by delicate protoplasmic 
protrusions is shown at right border of the picture. Magnification 8,000X. 
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Die Virus-Eiweifspindeln der Kakteen. 
Darstellung, elektronenmikroskopische und biochemische 
Analyse des Virus 


Von 
F. Amelunxen 


Aus dem Botanischen Institut der Westfalischen Wilhelms-Universitat Miinster 
in Westfalen 


Mit 21 Textabbildungen 


(Eingegangen am 30. Juli 1952) 


In den Zellen einiger Kakteenarten fand Molisch (1885) spindel- 
formige Eiweifkoérper mit fibrillarer oder seltener homogener Struktur. 
Diese sogenannten Eiweifspindeln sind vornehmlich in der Epidermis und 
im subepidermalen Gewebe inselartig verbreitet (Abb. 1). Wahrend die 
lichtmikroskopischen Untersuchungen der Eiweiffspindeln im wesentlichen 
zu iibereinstimmenden Ergebnissen gefiihrt haben (Molisch 1885, 
Chmielewsky 1887, Gicklhorn 1913, Kiister 1934, Weber 
und Kenda 1952a,b, Weber, Kenda und Thaler 1952 a), bestand 
iiber die Natur der Spindeln lange Zeit keine einheitliche Auffassung. 
Molisch (1885) und Gicklhorn (1913) waren der Ansicht, daf die 
Eiweifspindeln Reservestoffe darstellen, weil sie massenhaft in wachsenden 
Organen auftreten und in sehr alten Sprofgliedern und in solchen mit 
mehreren jungen Trieben kleiner werden oder ganz verschwinden. 
Chmielewsky (1887) deutete die Spindeln als Exkrete, da sie weder 
in wachsenden noch in hungernden Pflanzen abgebaut werden. Mikosch 
(1908) beobachtete bei Epiphyllum truncatum nur dann Eiweifspindeln, 
wenn es auf eine spindelhaltige Peireskia aculeata gepfropft war. Er 
glaubte an eine stoffliche Beeinflussung des Reises durch die Unterlage, 
welche die Entwicklung der Spindeln veranlassen wiirde. Auch Rose n- 
zop f (1951) konnte nach Pfropfungen in dem vorher spindelfreien Partner 
Eiweifspindeln finden, und zwar unabhangig davon, ob das Reis oder die 
Unterlage vorher die Spindeln enthielt. Ferner konnte sie die Entwicklung 
der Spindeln durch eine Injektion des Gewebesafies spindelhaltiger Pflan- 
zen auslésen. Auf Grund dieser Untersuchungen vermutete sie, daB das 
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Vorkommen von Eiweiftspindeln auf eine Virusinfektion zuriickzufiihren 
ist. Auch die Tatsache, daft nicht alle Exemplare einer Art Eiweiffspindeln 
besitzen, die Ahnlichkeit der Spindeln mit Zelleinschliissen notorisch virus- 
kranker Pflanzen, das Vorkommen cytoplasmatischer Einschlufkérper 
nach Art der bekannten X-Kérper und die Persistenz der Eiweiffspindeln 
in vergilbenden Geweben (Weber, Kenda und Thaler 1953) werden 
durch die Annahme einer Viruserkrankung verstandlich. 

Um die Virusnatur der Eiweiffspindeln zu beweisen, wird aufer 
der Ubertragbarkeit der Spindelbildung, welche von Weber (1954 a) und 
Miliéié (1954) bestatigt wurde, noch verlangt, daf das infektidse Agens 


Abb. 1. Eiweifspindeln in Epidermiszellen von Opuntia monacantha. 1100 : 1. 


durch bakteriendichte Filter nicht zuriickgehalten wird. Der Saft von 
spindelhaltigen Pflanzen ruft auch dann noch die Spindelbildung hervor, 
wenn er vor der Infektion ein Berkefeldfilter passiert hat (Rosenzopf 
1951). Um eine endgiiltige Sicherheit zu erlangen, darf aber auch in der 
Virusforschung nicht von den Henle-Koch-Postulaten abgegangen werden, 
nach denen der konstante Nachweis, die Isolierung und Charakterisierung 
des Virus gefordert werden (Niaheres s. bei Schramm 1954). 

In ungereinigten Homogenaten von spindelfiihrenden Kakteen liefen 
sich im Elektronenmikroskop fiadige Partikeln von 600mu Linge und 
22 mu Dicke nachweisen, welche in Homogenaten von spindelfreien Arten 
fehlen. Die lichtmikroskopischen Fibrillen der Eiweiffspindeln bestehen 
aus zahlreichen, ebenfalls 22 mu dicken submikroskopischen Fibrillen. Viele 
dieser Fibrillenbiindel setzen in Parallelanordnung eine Spindel zusammen 
(Amelunxen 1956b). Da die Eiweifspindeln nach den Infektionsver- 
suchen ausgebildet und als mikroskopisches Symptom einer Virose angesehen 
werden, liegt es nahe, die fadigen Partikeln als Virusteilchen anzusehen. 
Demnach wiirden die submikroskopischen Fibrillen der Eiweifspindeln 
durch eine lineare Verkettung von Virusmolekiilen und die Spindeln selbst 
ein Aggregationsprodukt dieser .,Virusfibrillen“ darstellen. 
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Eine sichere Entscheidung iiber die Virusnatur der submikroskopischen 
Fadenpartikeln und der Eiweiffspindeln ist aber erst dann méglich, wenn 
es gelingt, die Teilchen zu isolieren und deren Einheitlichkeit und Infek- 
tiositat zu beweisen. Zur Charakterisierung der Teilchen sind u. a. die 
Beziehungen zum Wirt, die genaue Teilchengréfe und -form und die 
chemische Zusammensetzung zu ermitteln: hierbei sind Protein und 
Nukleinséure nachzuweisen, da diese beiden Bestandteile bisher bei allen 
naher untersuchten Pflanzenviren aufgefunden wurden. 


Darstellung der Viruspartikeln 


Bei der Isolation der mutmaBlichen Virusteilchen sind stérende Pflanzen- 
inhaltsstoffe und die Konzentration der Virusteilchen zu_ beriicksichtigen. 
Bekanntlich sind bei den Opuntien viele Mark- und Rindenzellen reichlich 
mit Schleim gefiillt (Gicklhorn 1913, Engler 1925). Da die Schleim- 
substanzen nur schwer und unter Verlusten an Virusausbeute zu entfernen 
sind, wenn sie bei der Darstellung in die Virusfraktion gelangen, und 
ferner die Konzentration der Spindeln im allgemeinen zur Sprofmitte hin 
abnimmt, ist es zweckmaBig, nur die Epidermis, das kollenchymatische 
Hypoderm und noch einige Zellagen der Rinde als Ausgangsmaterial fiir 
die Isolation der Fadenpartikeln zu verwenden. 


Von Opuntia monacantha, in der besonders viele Eiweifspindeln vor- 
kommen, werden grofe Flachenschnitte hergestellt und 24 Stunden in 
haufig zu wechselndem Leitungswasser gewaschen. Hierdurch ist es méglich, 


die noch vorhandenen Schleimsubstanzen weitgehend aus den Schnitten zu 
beseitigen. Danach werden die Flachenschnitte im Starmix in so viel Kubik- 
zentimeter Leitungswasser homogenisiert, wie Flachenschnitte in Gramm 
vorhanden sind. Es empfiehlt sich. die Flachenschnitte portionsweise in der 
Fliissigkeitsmenge zu homogenisieren, um eine gute Zerkleinerung zu er- 
reichen. Der erhaltene Brei, der sich im Starmix auf etwa 40° erwarmt, wird 
durch ein Leinentuch abgepreft. Das griine Filtrat versetzt man zur Kla- 
rung. d. h. zur Abtrennung der Zellbestandteile von den Virusteilchen, mit 
1/7 seines Volumens Chloroform (Pfankuch und Kausche 1938, 
Pfankuch und Hagenguth 1943) und schiititelt 20 Minuten bei 
Zimmertemperatur kraftig durch, vermeidet aber ein Schaumen der Lésung. 
AnschlieBend wird sofort in der Winkelzentrifuge (..Eispiruette*, Phywe, 
Gottingen) bei 5000 U/min und 0° 25 Minuten zentrifugiert, wobei chloro- 
phyllhaltige Proteine ausgeschleudert werden. Die iiberstehende schwach 
gelbe Lésung wird zur Alterung 12 Stunden im Kiihlschrank aufbewahrt 
und sodann bei 35000 U/min und 0° 20 Minuten zentrifugiert. Das Sediment 
— in den meisten Fallen nur eine geringe Menge — wird verworfen. Der 
pH-Wert der gealterten Liésung betragt 5.6 bis 5.8. Bei diesem pH wird 
die erste Ammonsulfatfallung durch Zugabe von 15 Gewichtsprozent festem 
(NH,),SO,! vorgenommen, die Fallung nach 20 Minuten bei 4000 U/min 


1 Durch Fallung mit 30 Gewichtsprozent Ammonsulfat wird die Virusausbeute 
nicht vergréBert. 
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und 0° 25 Minuten abzentrifugiert und das Sediment nach dem Abgiefen 
der schwach gelben Lésung in etwa 1/5; des Ausgangsvolumens m/20 Phos- 
phatpuffer vom pH 7 wieder gelést. Unlésliche Bestandteile werden bei 
5000 U/min und 0° 25 Minuten abzentrifugiert. Die Phosphatpufferlésung 
wird durch Zugabe des halben Volumens kalter gesattigter Ammonsulfat- 
lésung auf eine Sattigung von 1/3 gebracht, die Fallung nach 30 Minuten 
unter denselben Bedingungen wie nach der ersten (NH,),SO,-Fallung ab- 
zentrifugiert, das Sediment in 1/10 des Ausgangsvolumens m/20 Phosphat- 
puffer vom pH 7 aufgenommen und Unlésliches durch Zentrifugieren ent- 


Tabelle 1. 





Flachenschnitte Homogenisiert Fliissigkeitsmenge i 
, ; é Pflanzen- | Klarung mit 
von Opuntia in Leitungs- nach der 
saft CHCl, 


monacantha wasser Homogenisation 


146 ¢ 146 cm* 265 em? 119 em? 40 cm? 





Sedimente nach Ammonsulfatfallungen gelést 





nach 1. Fallung nach 2. Fallung nach 3. Fallung In itkg 


Virus- 
im m/20 Phosphatpuffer pH 7 Pflanzensaft 


eau ausbeute zu erwarten 
Phosphatpuffer 


etwa 
50 cm® 3 19,83mg | 170mg 
| 


fernt. Unter Kontrolle einer Glaselektrode wird die Lésung mit n KOH auf 
den pH-Wert von 7,9 eingestellt und nach 6stiindiger Aufbewahrung im 
Kiihlschrank durch Zufiigen einer gesattigten Ammonsulfatlésung eine 
dritte Fallung bei 1/3 (NH,),SO,-Sattigung durchgefiihrt, der Niederschlag 
nach 20 Minuten bei 4000 U/min und 0° 20 Minuten abzentrifugiert, das 
Sediment jetzt in einigen Kubikzentimetern m/10 Phosphatpuffer vom 
pH 7 gelést und unldsliche Bestandteile erneut bei 4500U/min und 0° 
20 Minuten abzentrifugiert. Die iiberstehende weife und opaleszente 
Lésung stellt die Endlésung dar, die im folgenden schon als Viruslésung 
bezeichnet wird. Die Tab. 1 gibt die bei einer Darstellung gewahlten Ge- 
wichts- und Lésungsmengen an. 

Wenn die in ungereinigten Homogenaten vorhandenen submikroskopi- 
schen Faden Virusteilchen sind, so miissen diese Partikeln bei gelungener 
Isolation elektronenmikroskopisch in der Endlésung nachzuweisen sein. 
Die Abb. 2 zeigt eine Aufnahme von einer mit NH,-haltigem Aq.: dest. 
(m/1000) verdiinnten Viruslésung. Man erkennt — abgesehen von prapara- 
tiv bedingten Verunreinigungen — Einzelfaden, Linearaggregate und in 
geringer Konzentration auch Zerfallsprodukte der Faden. 

Pfankuch und Kausche (1938) beniitzten bei der Darstellung des TMV 
und Kartoffel-X-Virus zur Klarung an Stelle des Chloroforms auch Kohlendioxyd. 
Leitet man in das Homogenat von Opuntia monacantha % Stunde CO, bei 0° ein 





144 F. Amelunxen 


und verfahrt nach der Alterung der Lésung so, wie es oben beschrieben wurde, 
dann sind im Elektronenmikroskop keine Fadenpartikeln mehr aufzufinden, Die 
Ursache hierfiir kann der beim Einleiten entstandene pH-Wert der Lésung von 4.4 


Abb. 2. Nachweis fadiger Partikeln im dargestellten Praparat. 47.000 : 1. 


sein. Vergleichende Untersuchungen im sauren und alkalischen Gebiet haben nam- 
lich gezeigt, da die Teilchen schon bei dem pH des doppelt destillierten Wassers 


von 5,0 bis 5,3 weitgehend zerfallen. 


Eindeutige Aussagen iiber die dargestellten Teilchen sind erst dann 
| méglich, wenn durch eine Priifung auf Einheitlichkeit festgestellt worden 
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ist, ob in der Lésung nur fadige Partikeln vorhanden sind. Fiir die me- 
thodische Durchfiihrung mu aber die Konzentration der Endlésung be- 
kannt sein. 

Bestimmung der Viruskonzentration: Die Viruskonzentration wird durch 
die Stickstoffbestimmung nach einem 
Mikro-Kjeldahlverfahren ermittelt. 
Die freien NHj-Ionen, welche von 
der letzten Ammonsulfatfallung 
noch in geringer Konzentration in 
der Viruslésung vorhanden sind, ent- 
fernt man durch eine 24stiindige Dia- 
lyse gegen flieRendes Leitungswasser 
und trocknet die dialysierten L6- 
sungen im Vakuumexsikkator iiber 
Blaugel zur Trockne ein. Der Saure- 
aufschluR erfolgt in der iiblichen 
Weise mit konzentrierter H,SO, 

(d 1,84), die 0.7% SeO, enthalt. Fiir 
die NH,-Destillation dient das dc 


Mikro-Kjeldahlgerait nach Benzce dx 

















' T 7 T T i T ' 

20 x0imm 10 20 x0imm 
Abb, 3. Elektrophoreseversuche. Dichtegradientenkurven, a nach Philpot-Svensson, 
b und ¢ durch Interferenz mit weifem Licht im Kompensationsverfahren von 
Antweiler. dn/dx und dc/dx Brechungs- bzw. Dichtegradient, Abszisse: Weg in 
0.1mm. Der Pfeil gibt die Ausgangsstellung an. a 0,39%ige Viruslésung im m/10 
Phosphatpuffer pH 7, Laufzeit 38 Min., 60 Volt, 2,0 mAmp., b 0,59%ige Virusliésung 
im m/10 Phosphatpuffer pH 7, Laufzeit 34 Min., 55 Volt, 2.1 mAmp., c 0,44%ige 
Viruslésung im m/10 Phosphatpuffer pH 7, Laufzeit 38 Min., 60 Volt, 2,05 mAmp. 

Anodische Wanderung. 


(1949). Die destillierte NH,-Konzentration wird durch Titration mit einer 
n/100H,SO, unter Verwendung des Tashiro-Indikators (Hinsberg und 
Lang 1951) bestimmt. Die Verla@lichkeit des Verfahrens, besonders fiir 
kleine Substanzmengen, wurde durch Testbestimmungen mit (NH,),SO, 
iiberpriift: Liegt der Verbrauch der Schwefelsaure unter 0,5 cm’, dann mu 
man mit rund 5% Verlust rechnen. Aus der Tab. 1 ist ersichtlich, da aus 





146 F. Amelunxen 

119cm? Pflanzensaft 19,8 mg Virus isoliert wurden. Demnach sind in einem 
Kilogramm Pflanzensaft etwa 170mg Virus enthalten. Natiirlich sind diese 
Angaben erst in Verbindung mit der Einheitlichkeitspriifung giiltig. 

Priifung auf Einheitlichkeit: Es ist festzustellen, ob das Viruspraparat 
frei von inaktiven Fremdstoffen ist und zu priifen, ob die Teilchen ein- 
heitliche Virusmolekiile mit einer definierten Struktur oder Molekiil- 
komplexe sind. 

Fiir die Priifung ist u. a. die Elektrophorese geeignet. bei der einheitliche 
Teilchen die gleiche Wanderungsgeschwindigkeit haben. Diese ist ver- 

haltnismafig unempfindlich 
gegen Aggregationserschei- 
nungen der Partikeln, weil 
sich hierbei das Verhaltnis 
von Valenz zum molekula- 
ren Reibungskoeffizienten 
im elektrischen Feld wenig 
andert (i. Schramm 
1954). — Die Viruslésung 
wird zunachst 2 Stunden im 
Kiihlraum gegen m/10 Phos- 
phatpuffer vom pH 7 dialy- 
siert und dann im Mikro- 
trennsystem nach Antweiler 
mit demselben Puffer tiber- 
Abb. 4. Ultrazentrifugierung. Sedimentations-  schichtet. Die Elektropho- 
aufnahme nach Philpot-Svensson, 0,22%ige Virus- 
lésung im 0.1m Phosphatpuffer pH 7 und 0,15 m Darstellung in zwei Ver- 
NaCl, lonenstarke 0,37. Drehzahl 15.000 U/min, detthen. The 
35 Minuten nach Versuchsbeginn. M Meniskus, suchen dur or 
B Zellboden (Ultrazentrifuge von Phywe, Gét- Abb. 3a zeigt die nach der 
tingen). Methode der gekreuzten 
Spalie von Philpot-Svensson 
und 3b die durch Interferenz mit weifem Licht im Kompensationsverfahren 
nach Antweiler erhaltenen Dichtegradientenkurven, aus denen hervorgeht, 
daf in der Lésung nur eine Komponente vorhanden ist. Dies spricht fiir ein- 
heitliche Virusteilchen mit einer definierten Struktur. Die Bestimmung des 
Dichtegradienten war im Frontbereich z. T. schwierig. Vermutlich ist das 
durch die geringe Viruskonzentration bedingt. weil Konvektionsstrémungen 
sich dann besonders stérend auf die Ablesung auswirken. 

Einige Darstellungen wurden nach einem vereinfachten Verfahren 
durchgefiihrt, welches sich von dem beschriebenen durch den Fortfall der 
Alterung und der (NH,),SO,-Fallung bei pH 7 unterscheidet. Elektro- 
phoretisch sind hiernach in der Endlésung aber drei Komponenten nach- 
weisbar (Abb. 3c). — Bei der Ultrazentrifugierung dieser Lésung erkennt 
man neben einer Hauptbande noch eine kleine Nebenbande (Abb. 4 J u. II). 
I kénnte den elementaren Teilchen und JJ einem Dimeren aus zwei langs- 
aggregierten Partikeln entsprechen. Die Komponente JJ] war gleich zu 
Beginn der Sedimentation am Zellboden sichtbar. Sie besteht sicher aus 


rese wurde 3 Tage nach der 
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aggregierten Virusteilchen, die bei der hohen Drehzahl sofort ausgeschleu- 
dert werden. 

Das elektrophoretisch einheitliche Praparat soll kiinftig mit A und das 
nicht einheitliche mit B bezeichnet werden. 

Wenn die eingangs gemachte Annahme, daf die Fadenpartikeln Virus- 
teilchen sind, richtig ist, dann miissen sich in spindelfreien Arten nach einer 
Injektion der Teilchen wieder Eiweifspindeln entwickeln. 


Nachweis aktiver Virusteilchen und die Entwicklung 
der Eiweifspindeln 


Die Beurteilung, ob eine Kakteenart ohne Eiweiffspindeln noch virus- 
frei ist, bereitet wegen des Fehlens gesicherter Symptome grofe Schwie- 
rigkeiten. Durch die Untersuchung einiger Flachenschnitte laBt sich 
zwar leicht feststellen, ob die betreffende Art spindelhaltig oder -frei ist; 
solange aber die Bedingungen der natiirlichen Virusiibertragung und die 
Inkubationszeit nach einer natiirlichen Infektion noch unbekannt sind, mu@ 
man damit rechnen, daf eine Kakteenart auch ohne Spindeln bereits Virus- 
trager sein kann. Auf diese Weise kénnen kiinstliche durch natiirliche In- 
fektionen iiberdeckt werden. Leider ist noch keine Testpflanze bekannt, 
auf die der Saft der zu priifenden Arten abgeimpft werden kénnte, um 
danach an typischen Symptomen zu entscheiden, ob bereits eine Infektion 
vorliegt oder nicht. Die bislang als Symptome beschriebenen Beobachtungen 
sind experimentell noch nicht gesichert. Als zuverlassige Kennzeichen einer 
Virose kénnen vorerst nur die Entwicklung der X-Kérper und die Bildung 
der Eiweiffspindeln gewertet werden. Um eine weitgehende Gewifheit zu 
haben, daft eine zu infizierende Kakteenart virusfrei ist, wird diese vor 
der Infektion langere Zeit isoliert weitergezogen. Wenn bei Kontrollen in 
groéReren Zeitabstanden weder X-Kérper noch Spindeln zu beobachten sind 
und danach eine Infektion im erwarteten Sinne verlauft, so darf man sie 
gewif als Folge der kiinstlichen Virusiibertragung betrachten. 

kin Sprofglied von Opuntia herrfeldtii wurde im Februar 1955 von 
der Mutterpflanze abgetrennt und isoliert weitergeziichtet. Im _ Friih- 
jahr 1956 entwickelten sich zwei neue, fast gleich grofe Cladodien. Bis An- 
fang Mai 1956 war die Pflanze spindelfrei. Am 35. 5. 1956 wurden das Mut- 
terglied und eines der jungen Cladodien infiziert, wahrend das zweite neue 
SproBglied zur Kontrolle des Infektionsverlaufs diente. Zur Infektion 
wurden 60mm? der Viruslésung A (0,39%ig) mit 1 cm? m/10 Phosphat- 
puffer vom pH 7 verdiinnt (Verdiinnung 1:17) und in das Rinden- 
parenchym der beiden Glieder injiziert. Am 23. 6. 1956, 51 Tage nach der 
Injektion, hatten sich in dem jungen infizierten SproBglied an den In- 
fektionsstellen — besonders im Grundgewebe der Rinde — zahlreiche 
Spindeln gebildet. An der gegeniiberliegenden Seite desselben Gliedes 
kamen nur vereinzelt Spindeln vor, wahrend das nicht infizierte junge 
Sprokglied noch vollig spindelfrei war. Hier lieBen sich X-Kérper und 
Eiweifspindeln erst am 4. 7. 1956 in gleichmaBiger, inselartiger Verbreitung 
beobachten. 
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Mit der Viruslésung B wurde auf gleiche Weise ein spindelfreies 
Exemplar von Opuntia leucotricha infiziert, welches ab Juli 1954 isoliert 
gehalten wurde. An der Basis des eingepflanzten Sprosses entstanden im 
Sommer 1955 sieben neue Cladodien von 14 bis 18cm Lange. Vier hiervon 
wurden am 15. 11. 1955 mit der 10fach mit m/10 Phosphatpuffer vom pH 7 
verdiinnten Viruslésung B (0.44% ig) infiziert. Nach 38 Tagen, am 23. 12. 1955, 
konnten in der Umgebung der Infektionsstellen vereinzelt X-Kérper und 
Eiweifspindeln angetroffen werden. In der Zeit vom 3. bis zum 8. 1. 1956 
waren — auch in gréBerer Entfernung von den Infektionsstellen — zahl- 
reiche X-Kérper zu finden, aus denen sich bis zum 9. 2. 1956 gréftenteils 
Eiweifispindeln entwickelt hatten. Anfang Marz 1956 erreichte die Infektion 
die nicht infizierten Sprofglieder. 


Erwartungsgemaf breitete sich bei beiden Infektionsversuchen die 
Spindelbildung von den Infektionsstellen iiber die ganze Pflanze aus. 
Beide Viruslésungen wurden vor der Infektion 18 Tage im Kiihlschrank 
aufbewahrt. Zu dieser Zeit miissen in den Lésungen also noch aktive Virus- 
teilchen vorhanden gewesen sein. Eine quantitative Ermittlung der Virus- 
aktivitat ist allerdings nicht méglich. Der haufig beniitzte Einzelherdtest 
(Holmes 1929) ist nicht anwendbar, weil noch keine geeignete Test- 
pflanze bekannt ist. Die Bestimmung der Virusaktivitat durch Feststellung 
derjenigen Verdiinnung, bei der 50% der Pflanzen eine Infektion zeigen, 
kann wegen der geringen Menge spindelfreien Materials nicht durchgefiihrt 
werden. Auferdem diirfte dieses Verfahren bei der Symptomlosigkeit der 
befallenen Kakteen ungiinstig und zeitraubend sein. 


Die Entwicklung der Eiweifspindeln: Bei der Beschreibung der In- 
fektionsversuche wurden nur die in den einzelnen Cladodien jeweils vor- 
herrschenden Entwicklungsstadien beriicksichtigt. Im einzelnen sind — auch 
innerhalb eines Flachenschnittes — recht unterschiedliche Entwicklungs- 
phasen zu sehen. Ferner bestehen in der Struktur der X-Koérper, in deren 
Ubergang zu den Eiweifspindeln und auch in den fertigen Viruseinschliis- 
sen von Art zu Art Unterschiede. Man kann folgende Entwicklungstypen 
kennzeichnen: 


I. Die Zellen fiihren ziemlich scharf vom Cytoplasma abgesetzte, fein- 
granulierte X-Kérper. Derartige Einschlu&kérper wurden beobadhiet bei 
Opuntia curassavica, O. lindheimeri und O. leucotricia. Der Entwicklungs- 
verlauf der Spindeln sei fiir das mit dem Viruspraparat B_ infizierte 
Exemplar von Opuntia leucotricha beschrieben. 


Die X-Kérper liegen meist an den Epidermisantiklinen und in Nachbar- 
schaft der Zellkerne, welche ihre runde Form beibehalten oder mehr oder 
weniger deformiert werden kénnen (Abb. 3a, b). Zunachst sind die X- 
K6rper rund bis oval und nur von feinsten Granula erfiilit. In spateren 
Stadien findet man langliche X-K6érper, die neben der Granulation bereits 
einige Fibrillen aufweisen. Die Anzahl der Granula nimmt nach und nach 
ab, die der Fibrillen immer mehr zu (Abb. 5 d, e). Die Form der werdenden 
Spindeln ist hierbei schon klar zu erkennen, es fehlt aber noch ihre gerade 
und straffe Form, die oft erst ausgebildet wird, wenn keine Granula mehr 
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vorhanden sind (Abb. 5/). Aus diesen Beobachtungen geht hervor, daft die 
Granula die lichtmikroskopischen Fibrillen der Eiweiffspindeln aufbauen. 
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Entwicklung der Eiweifspindeln innerhalb granulairer X-Kérper bei 

Opuntia leucotricha (infiziertes Exemplar). Die runden X-Kérper werden all- 

miahlich langlich; aus den Granula bilden sich lichtmikroskopische Fibrillen. g—l 

Entwicklung der Eiweifspindeln aus den Schleifen zerfallender X-Kérper bei 

Opuntia herrfeldtii (infiziertes Exemplar). g X-Kérper mit Schleifen, h zerfallender 

X-KGrper, i, j Aggregation der Schleifen, k Ubergang der Schleifenaggregate in 
Eiweifspindeln, 1 Eiweifspindeln teils .quer-“, teils ..langsgestreift*. 


Bei Opuntia curassavica entstehen die Fibrillen in der Regel zuerst in 
der Mitte von langgestreckten X-Kérpern. Die noch vorhandenen Granula 
sind dann auf die beiden Enden der X-K6rper veriteilt. 

Die gleiche Entwicklungsweise von Eiweiffspindeln wurde bereits in den 
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Zellen von Pereskiopsis pititachhe beobachiet (Weber, Kenda _ und 
Thaler 1953). Der Ubergang der granuliren X-K6rper zu den Eiweif- 
spindeln gleicht der Umwandlung der .granular amorphous bodies* des 
Aucuba-Mosaiks zu den ..needle-like fibres* (Kassanis und Shef- 
field 1941). 

II. Die Epidermis- und Rindenzellen von Opuntia lemaireana und 
O. herrfeldtii enthalten X-Kérper, die nur dann etwas scharfer vom Cyto- 
plasma abgesetzt sind, wenn sie noch klein sind; gréfere X-Kérper, die 
sich iiber weite Teile der Zellen erstrecken kénnen, sind dagegen ganz un- 
regelmafig begrenzt und zerfallen schlieflich. Diese Einschlu&korper be- 
stehen aus stark lichtbrechenden, fadigen Gebilden, den sogenannten 
Schleifen, welche 0,5 u breit und 2 bis 3 lang sind (Abb. 53g; A me- 
lunxen 1956a). Wahrend sich die Entwicklung von Eiweiffspindeln aus 
den granularen X-Koérpern bei Opuntia leucotricha sehr langsam vollzieht 
und deshalb fast immer X-Kérper anzutreffen sind, verlauft die Bildung 
der Spindeln aus den Schleifen so schnell, da man Entwicklungsstadien 
nur an den Stellen der Virusausbreitung findet: in jungen noch wachsenden 
Sprossen oder nach Infektionsversuchen. 

Bei der Bildung der Eiweiffspindeln legen sich zahlreiche, nunmehr 
geradegestreckte Schleifen im Cytoplasma der Lange nach aneinander. 
Es sind Aggregate weniger und zahlreicher Schleifen mit unregelmafiger 
Umrifform bis zu solchen zu beobachten, die wie quergestreifte Spindeln 
aussehen (Abb. 5i—k). Die parallele Anordnung der Schleifen ist dabei 
mehr oder weniger vollkommen. Unter Abnahme der Lichtbrechung ent- 
stehen aus den Lateral-Aggregaten die Eiweifspindeln mit ihrer fibrillaren 
Struktur (Abb. 5k). Die Spindeln kénnen auch teilweise quergestreift und 
teilweise fibrillar gebaut sein (Abb. 51). 

Mit dieser Einteilung ist die Entwicklungsweise von Eiweiffspindeln 
gewifi nicht erschépfend behandelt. Es sei darauf hingewiesen, daf in den 
X-K6érpern auch Vakuolen verschiedener Gréfe und Anzahl vorkommen 
und bei der Bildung von stabartigen, fadigen oder spindelférmigen Ge- 
bilden wahrscheinlich Entmischungsvorginge beteiligt sein kénnen (M ol e- 
Bajer 1953, Amelunxen 1956 a). 

Die Differenzen in den X-K6rpern und in deren Umwandlung zu den 
Eiweifspindeln werden offenbar durch die verschiedenen Wirtspflanzen 
bedingt. Dafiir sprechen die genannten Unterschiede bei Opuntia leuco- 
tricha und O. herrfeldtii, die beide mit dem gleichen Virus infiziert wurden. 
Auch beim TMV sind von der Wirtspflanze und vom jeweiligen Stamm ab- 
hangige Schwankungen in der Gestalt der X-Koérper bekannt (She f field 
1931, 1934). 

In den fertigen Viruseinschliissen gibt es eine grofe Formenmannig- 
faltigkeit. Am haufigsten kommen die typischen Eiweifspindeln vor 
(Abb. 6a, b: vgl. Abb. 1). Locker gebaute oder aufgespaltene Spindeln 
findet man bei Epiphyllum truncatum (Abb. 6 c—e), wahrend fiir Opuntia 
herrfeldtii scharf begrenzte, rechteckige Fibrillenbiindel und keilférmige 
Bildungen bezeichnend sind (Abb. 6 f—i). Einige seltenere Formen, z. B. 
Ringe, in sich gedrehte und verflochtene Spindeln sowie zahlreiche kleine 





Die Virus-Eiweifspindeln der Kakteen 151 


Nadeln, sind in der Abbildung 6 j—p wiedergegeben. Bemerkenswert ist 
die Bildung von Fibrillenbiindeln im Zellkern (Miliéié 1954; Abb. 6 q). 
Die sogenannten homogenen Eiweiffspindeln (Molisch 1885) zeigen nach 
Alkoholbehandlung ebenfalls eine fibrillare Struktur (Reiter 1956). 


Abb. 6. Formenmannigfaltigkeit der Viruseinschliisse in Kakteenzellen. a, b, j—o 
Opuntia monacantha, c—e Epiphyllum truncatum, f—i Opuntia herrfeldtii und 
Pp, q Opuntia lemaireana. Naheres im Text. (Zu q vgl. Miligié 1954.) 


Die Infektionsversuche haben ergeben, da die isolierten Fadenpartikeln 
die Bildung von Eiweiffspindeln in Kakteenarten auszulésen vermégen 
und somit die Virusteilchen darstellen. 


Elektronenmikroskopische Analyse des Virus 


GréfRe und Gestalt: Zur elektronenmikroskopischen GréRenbestimmung 
des Virus muff zunichst durch eine geeignete Verdiinnung der Virus- 
lésungen diejenige Verdiinnungsstufe ermittelt werden, bei der auf den 
Folien eine optimale Verteilung elementarer Virusteilchen erreicht wird, 
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da die Teilchen bei einer unzureichenden Verdiinnung stets durch eine 
lineare Verkettung ein netzartiges Geriist bilden. Die Verdiinnung wurde 
aus Griinden, die noch naher zu erlautern sind, mit einer m/1000 NH,- 
Lésung vom pH 9,6 vorgenommen, und zwar wurden 50 mm? der 0,39 %igen 
Viruslésung A 40-, 80-, 160fach usw. verdiinnt, bis insgesamt acht Verdiin- 
nungsstufen vorlagen. Von jeder Stufe wurden einige Priaparate hergestellt, 
mit SiO schrig bedampft und im Elmiskop I von Siemens untersucht. 
Die Praparate der Stufen 5 bis 7 enthielten zahlreiche einzeln liegende 
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Abb. 7. Gréfenverteilung der Viruspartikeln. a, b in ungereinigten Homogenaten, 
c—f nach der Darstellung. Erlauterungen im Text. Anzahl der gemessenen Teilchen 
a 340, b 159, c 436, d 114, e 307, f 251. Klassenbreite 24 mv. 


Teilchen. Fiir diejenigen von 500my Lange ergab sich ein deutliches 
Haufigkeitsmaximum (Abb. 7 c). 

Nach einer friiheren in ungereinigten Homogenaten durchgefiihrten 
Langenbestimmung waren 600 mu lange Teilchen am hiufigsten (Abb. 7 a; 
Amelunxen 1956b). Fiir diese Untersuchungen stand seinerzeit das 
Elektronenmikroskop der Firma AEG-Zeiss EM7/8 zur Verfiigung. Um 
festzustellen, ob der Langenunterschied durch eine Verkiirzung der Teilchen 
wahrend der Isolation hervorgerufen wird oder ein Vergréferungsfehler 
vorliegt, wurde einerseits die Teilchenlange in ungereinigten Homogenaten 
unter denselben Praparationsbedingungen, aber im Elmiskop I erneut be- 
stimmt und andererseits die Messung der Teilchen nach der Darstellung 
im Elektronenmikroskop von AEG-Zeiss EM8 wiederholt, wobei nur die- 
jenigen Praparate verwendet wurden, welche bereits im Elmiskop zur 
Langenbestimmung beniitzt worden waren. Die Haufigkeitsmaxima lagen 
bei 500 bzw. 520 mu (Abb. 7 b, e), d. h. die chemische Darstellung veriandert 
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die Teilchenlange sehr wahrscheinlich nicht. Da die Langendifferenz der 
Teilchen im elektromagnetischen und elektrostatischen Elektronenmikro- 
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Abb. 8. Das Virus der Kakteen. Bedampfu 


eb OR 
EE AN 

as) Shy mr 

+ AS Ws yr 


‘ * * % 





Abb. 9. Zerfall der Virusteilchen in scheibchenférmige Bruchstiicke bei der Prapara- 
tion mit doppelt destilliertem Wasser (pH 5,0—5,3) unmittelbar nach der Dar- 
stellung. Verdiinnungsstufe 5. Bed.W. 20°. 100.000 : 1. 

Protoplasma, Bd. XLIX/1 
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skop nur 4% betragt, kann man 500 bis 520 my als wahrscheinlichste Linge 
des Virus annehmen. Eine zuverlassige Gréenangabe ist jedoch z. Zt. nicht 
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Abb. 10. Zerfall der Virusteilchen in doppelt destilliertem Wasser 2 Tage nach der 
Darstellung. Verdiinnungsstufe 6. Bed.W. 35°. 57.000 : 1. 

moglich, weil die meisten Teilchen des Viruspraparates B 570 my lang 

waren (Abb. 7d). Unter Beriicksichtigung der 4% wiirde sich wieder eine 


Lange von nahezu 600 mu ergeben. 
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Zur Bestimmung der Teilchendicke dienten nur Durchleuchtungsauf- 
nahmen, welche bei 5000facher Vergréferung (AEG-Zeiss EM 7/8) an- 
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Abb. 11. Vergleichsbild zu Abb. 10. Bestandigkeit der Virusteilchen in ammoniaka- 
lischer Lésung (m/1000, pH 9,6). Verdiinnungsstufe 6. Bed. W. 20°. 55.000 : 1. 


gefertigt und dann auf 16.500:1 nachvergréRert wurden. Im Mittel von 
48 Messungen waren die Teilchen 22 my dick. Viruspartikeln von 500 mal 
22 mu Gre zeigt die Abb. 8. 
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Die Bedeutung des pH-Wertes fiir die Praparation: Fiir den Erhaltungs- 
zustand der Fadenpartikeln ist der pH-Wert wahrend der Praparation 
von entscheidender Bedeutung. Wird die Verdiinnung der Viruslésung A 
in gleicher Weise wie oben mit doppelt destilliertem Wasser vom pH 5,0 
bis 5,3 vorgenommen, so zerfallen die Virusteilchen — besonders in den 
gréReren Verdiinnungsstufen — in kleinere Bruchstiicke. Die Abb. 9 gibt 
eine Aufnahme von der Verdiinnungsstufe 5 wieder. Ein Vergleich dieser 
Abbildung mit einer Aufnahme von der Stufe 6 der ammoniakalischen 
Verdiinnungsreihe (Abb. 2) zeigt, dai der Zerfall der Virusfaden bei pH 9,6 
nur gering ist. Aus diesem Grunde wurden fiir die Langenbestimmung nur 
Aufnahmen aus der alkalischen Verdiinnungsreihe ausgewertet, in der die 
reale Lange der Virusteilchen sicherlich erhalten bleibt. 

Die ersie Verdiinnungsreihe mit doppelt destilliertem Wasser wurde am 
gleichen Tage wie das Viruspraparat A hergestellt. Der Zerfall der Virus- 
teilchen war nun noch weitgehender bei einer zweiten, nur zwei Tage 
spater durchgefiihrien sauren Verdiinnung. Auf der Abb. 10 sind neben 
einigen Virusteilchen zahlreiche, stellenweise sehr dicht zusammengelagerte 
Bruchstiicke zu erkennen, welche annahernd rund sind und groéftenteils 
den gleichen Durchmesser wie die Virusfaden besitzen. Aus der Schatten- 
lange kann man die Dicke der Bruchstiicke auf 100 bis 150 A abschatzen. 
Bei aufgelockerten Virusteilchen sieht man gelegentlich eine regelmafige 
Querstreifung mit einer Periode von ebenfalls 100 bis 150 A. Es ist also 
offensichtlich, daf die Bruchstiicke scheibchenférmige Spaltprodukte des 
Virus darstellen. Auf den Vergleichsaufnahmen der ammoniakalischen 
Reihe sind derartige Scheibchen nur in sehr geringer Konzentration vor- 
handen (Abb. 11). 

Auch auf statistischheem Wege lat sich nachweisen, daf die Scheibchen 
Spaltprodukte der Viruspartikeln sind. Bei der Langenmessung der in den 
Stufen 5 bis 7 noch vorhandenen Virusfaden zwischen 100 und 1000 mu 
Lange ist zu erwarten, da die Haufigkeit der 500 mu langen Teilchen ab- 
und die der kiirzeren Teilchen zunimmt. Wie aus der graphischen Dar- 
stellung in der Abb. 7f hervorgeht, ist das Haufigkeitsmaximum von 500 
nach 373 mu, der %-Lange des Virus, verschoben. Man vergleiche hierzu 
die Langenverteilung der Viruspartikeln in den gleichen Stufen der al- 
kalischen Verdiinnungsreihe (Abb. 7 c). 

Die innere Struktur des Virus: Die Scheibchen kénnen beim Zerfall der 
Virusteilchen offenbar auch aus den Virusfaden herausbrechen. Die un- 
versehrien Teile des Virus sind dann noch durch einen diinnen Faden mit- 
einander verbunden (Abb. 12a, b). Da man einerseits auch frei liegende 
Faden der gleichen Dicke und andererseits Scheibchen mit einem mehr oder 
weniger in der Mitte gelegenen Loch findet (Abb. 12, d), darf man an- 
nehmen, daft die Scheibchen im Virus wie Ringe auf einer Schnur aufgereihi 
sind, so wie es vom Tabakmosaikvirus bekannt ist (Schramm, Schu- 
macher und Zillig 1955). Analog zum TMV diirften auch beim 
Kakteenvirus die Scheibchen aus Protein und der zentrale Faden aus 
Nukleinsaure bestehen (vgl. u.). Die Dicke des zentralen Fadens kann man 
aus der Schattenbreite auf etwa 70 bis 90 A abschatzen. Zieht man die 
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Dicke der SiO-Schicht, die nach der Zunahme des Virusdurchmessers gegen- 


iiber dem Wert von 220 A 20 bis 120 A betragt, von der gemessenen Breite 


Abb, 12. Innere Siruktur des Virus. a, b 220A dicke Teile des Virus sind durch 

einen im Innern des Virus gelegenen Faden von 70—90 A Durchmesser verbunden. 

c aggregierte Virusteilchen. Scheibchen und ein Faden von 70—90 A Dicke. d Scheib- 

chen mit einem mehr oder weniger in der Mitte befindlichen Loch. Aus einigen 

Scheibchen sind Teile herausgebrochen, was vielleicht mit der Ablésung vom Faden 

zusammenhiangt. Bed.W. a—c 20°, d 25°. a 66.000:1, b 66.000:1. c 80.000: 1, 
d 125.000 : 1. 


ab, so ergibt sich ebenfalls eine Fadendicke von 70 bis 90 A. Das Loch in 
den Scheibchen hat einen Durchmesser von 60 bis 90 A. 


Die Veranderung der Viruslésung im Laufe der Zeit 


Bei der Aufbewahrung der Viruspraparate im Kiihlschrank beobachtet 
man bereits nach einigen Tagen eine zunehmende Triibung der Lésungen, 
welche sicherlich auf eine Aggregation der Virusteilchen zuriickzufiihren ist. 
Trifft dies zu, so miissen im Elektronenmikroskop Unterschiede gegeniiber 
den friiher hergestellten Praparaten festzustellen sein. Die 10 Tage alte 
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Parallelaggregate der Viruspartikeln (Abb. 
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Das Vorkommen der Zerfallsprodukte wird durch das Verhalten der Virus- 


zweitens Linear- 


Abb. 
Strukturen zu sehen: erstens die scheibchenférmigen Zerfallsprodukte und 


Viruslésung A wurde mit doppelt destilliertem Wasser wie oben verdiinnt. 
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teilchen bei den ersten beiden sauren Verdiinnungsreihen erklart: Der Zer- 
fall der Virusteilchen war bei der Verdiinnung der zwei Tage alten Lésung 
bedeutend gréfer als bei jener, die sofort nach der Darstellung des Virus- 
praparates durchgefiihrt wurde. Dementsprechend war bei der 10 Tage 
alten Viruslésung mit einem noch starkeren Viruszerfall zu rechnen. Ab- 
gesehen von den Aggregaten sind auf den Folien tatsachlich die Scheibchen 
in hoher, die fadigen Viruspartikeln dagegen, die bei den ersten beiden 
Verdiinnungsreihen mit Aq. bidest. noch zahlreich vorhanden waren, nur 
in geringer Konzentration anzuireffen. Was die Aggregate betrifft, so sind 


Abb. 14. Dunkelfeldaufnahme spindelférmiger Virusaggregate in einer 25 Tage 
alten Lésung. (Ortholux) 1300 : 1. 


ihr Vorkommen in allen Verdiinnungsstufen und die Parallelaggregation 
auffallend. Die Praparate von frischen Viruslésungen zeigten nur eine 
lineare Aggregation der Virusteilchen, die aber allein durch die hohe Kon- 
zentration der Teilchen in den eintrocknenden Tropfen zustande kam; 
durch weitere Verdiinnung konnte die Linearaggregation nach und nach 
verringert werden. Wenn nunmehr Parallelaggregate auch in den gréften 
Verdiinnungsstufen auftreten, so ist das beweisend dafiir, da diese Ag- 
gregate bereits in der Lésung und nicht erst bei der Préparation entstanden 
sind. Gemessen an der Konzentration der Scheibchen und der Aggregate 
sind in der 10 Tage alten Lésung noch vorwiegend freie Virusteilchen vor- 
handen, welche allerdings bei der Verdiinnung mit doppelt destilliertem 
Wasser groftenteils zerfallen. Die Konzentration der Parallelaggregate ist 
noch gering. 

Im Laufe der Zeit wird die Triibung der Viruslésungen noch starker. 
Wenn dies durch die zunehmende Aggregation der Teilchen verursacht 
wird, so ist einmal zu erwarten, dafi sich im Elektronenmikroskop das 
Konzentrationsverhaltnis von den Scheibchen zu den Aggregaten zugunsten 
der letzteren verschiebt, und zum anderen werden bei einer fortschreitenden 
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Aggregation schlieBlich Strukturen entstehen, die bereits im Lichtmikroskop 
sichtbar sind. Entsprechend der Fadenform des Virus kénnen bei einer 


Abb. 15. Spindelférmige Virusaggregate. Die Scheibchen kommen nur noch ver- 
sireut und in geringer Konzentration vor. 25 Tage alte Lésung. Verdiinnungsstufe 4 
Bed. W. 25°. 20.000 : 1. 


geordneten Aggregation auch die lichtmikroskopischen Gebilde nur fadig 
bis spindelférmig sein. 25 Tage nach der Darstellung wurde ein Tropfen 
der Viruslésung A im Lichtmikroskop untersucht. Es waren zahlreiche, oft 





Die Virus-Eiweifspindeln der Kakteen 161 


leicht gebogene Faden sichtbar, welche im Durchschnitt 7,4 u lang und 0,7 u 
dick sind (Abb. 14)2. Ihr Durchmesser entspricht weitgehend dem der 


Abb. 16. Lineare und laterale Aggregation der Virusteilchen. 25 ‘iage alte Lésung. 
Verdiinnungsstufe 5. Bed.W. 25°. 27.000 : 1. 


lichtmikroskopischen Fibrillen einer Eiweiffspindel. Diese sind aber 4- bis 
13mal so lang wie die in vitro gebildeten Faden, wenn man 30 bis 100 u 


2 Im m/10 Phosphatpuffer (Dauerpraparat) waren die Faden nach 12 Monaten 
phatp pray 
noch unverandert erhalten. ad 
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lange Spindeln zugrunde legt. Ein Vergleich der Faden mit den Fibrillen 
der Spindeln ist berechtigt, da beide den gleichen submikroskopischen Fein- 
bau besitzen (vgl. Amelunxen 1956b). 

Im Polarisationsmikroskop sind die Faden anisotrop. Bei Verwendung 
der Gipsplatte Rot I zeigen sie unter + 45° orientiert Additionsfarbe (blau) 
und unter —45° Subtraktionsfarbe (gelb), d. h. das relative Vorzeichen der 
Doppelbrechung ist positiv. Der Gangunterschied I’ — ermittelt mit dem 
.elliptischhen Kompensator~ — betragt nach der Kompensatorformel 
r=, sin 245.7 mu, wobeil, (= 32.9 mu, bezogen auf 2 = 550mu) der Gang- 
unterschied des beniitzten Kompensators und 4 der zur Kompensation er- 
forderliche Drehwinke! von 3° ist. 

Nach den elektronenmikroskopischen Untersuchungen der 25 Tage alten 
Viruslésung A iiberwiegt in allen Verdiinnungsstufen die Aggregations- 
form des Virus; die Zerfallsprodukte kommen nur noch verstreut und in 
geringer Konzentration vor (Abb. 15). In 3 bis 4 Wochen sind demnach die 
meisten Virusteilchen zu kleinen Spindeln aggregiert. Die Art der linearen 
und lateralen Aneinanderlagerung der Virusteilchen, wie sie nach den 
polarisationsoptischen Eigenschaften der Aggregate vorauszusehen war, 
ist auf der Abb. 16 zu verfolgen. Die Aggregate sind im Elektronen- 
mikroskop durchschnittlich aber nur !/smal (0,15 «) so dick wie im Licht- 
mikroskop, wahrend die Langenmessungen in beiden Mikroskopen gut 
iibereinstimmen. Der seitliche Abstand der Virusteilchen voneinander mu 
im hydratisierten Zustand also recht grof sein. 

Die Aggregation der Viruspartikeln ist durch einen pH-Wechsel in den 
alkalischen Bereich riickgangig zu machen. Bei der Verdiinnung der 25 Tage 
alten Viruslésung A mit 1/1000 mol NH, verhalten sich die Virusteilchen 
genau so wie bei der ammoniakalischen Praparation unmittelbar nach der 
Darstellung, d. h. es bilden sich Linearaggregate in den unteren Verdiin- 
nungsstufen, wahrend bei starkerer Verdiinnung wieder freie Virusteilchen 
vorkommen. Die spindelférmigen Aggregate und ebenfalls die Scheibchen 
fehlen in allen Verdiinnungsstufen. 

Die Aggregate des Kakteenvirus gleichen weitgehend den Parakristallen 
des Tabakmosaikvirus. Diese sind jedoch nadelférmig, jene meist leicht 
gebogen. Wahrscheinlich liegt das daran, daf die TMV-Molekiile starre 
otabchen*, die langeren Molekiile des Kakteenvirus aber mehr flexible 
.Faden* sind. Die Anordnung der Partikeln ist in den TMV-Nadeln und 
Aggregaten des Kakteenvirus véllig identisch, wie die elektronenmikrosko- 
pischen Bilder von den Kakteenvirus-Aggregaten und den (ammonsulfat- 
gefallten!) Nadeln des TMV bestatigen (s.5 Kausche und Ruska 1939). 
Diese Ubereinstimmung laft es gerechtfertigt erscheinen, auch die Aggre- 
gate des Kakteenvirus als parakristalline Gebilde zu bezeichnen. 

Einige Viruspraparate, deren Einheitlichkeit allerdings nicht iiberpriift 
wurde und die im m/20 Phosphatpuffer (pH7) aufbewahrt wurden, 
trennten sich nach 10 bis 20 Tagen in zwei Phasen. Die untere konzentrierte 
Phase ist doppelbrechend, die obere verdiinnte isotrop. Nach dem Durch- 
schiitteln erhalt man eine isotrope Lésung, welche sich in einer Woche 
wieder in zwei Phasen trennt. Dasselbe Phanomen ist von TMV-Lésungen 
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her bekannt (Bawden und Pirie 1937), bei denen die Virusteilchen 
in der Bodenphase streng parallel und regelmafig wie in einem Kristall 
angeordnet sind (Bernal und Fankuchen 1941). Ob die Anisotropie 
der Bodenphase von Kakteenvirus-Liésungen ebenfalls durch eine gesetz- 
maRige Anordnung ,freier* Virusteilchen hervorgerufen wird, konnte 
noch nicht festgestellt werden. Es ist bei der starken Aggregationstendenz 
des Kakteenvirus denkbar, da die Doppelbrechung auch durch eine ge- 
ordnete Lagerung der Virusaggregate entstehen kann. 


Chemische Analyse des Virus 


Alle Viren enthalten mindestens zwei Bestandteile: Protein und Nuklein- 
siure. Die Bedeutung der Nukleinsadure fiir die Virusvermehrung geht 
daraus hervor, da die aus dem Tabakmosaikvirus isolierte Ribonuklein- 
siure allein infektiés ist und somit als diejenige Komponente des Virus 
anzusehen ist, die den Reproduktionsvorgang bewirkt (Gierer und 
Schramm 1956). 

Nachweis von Nukleinséure: Zum Nachweis der Nukleinsaure (NS) 
eignet sich u. a. ihre charakteristische Absorption im UV-Bereich bei 260 mu. 
Die Abspaltung der Nukleinséure vom Proteinanteil ist nach der Trichlor- 
essigsiure-Methode von Schramm und Dannenberg (1944) méglich. 
{cem? der Viruslésung A im m/10 Phosphatpuffer vom pH7 mit einem 
Virusgehalt von 3,9 mg wird mit 0,2 cm? einer 35%igen Trichloressigsadure- 
losung versetzt und 30 Minuten im siedenden Wasserbad erhitzt; das 
Protein flockt aus, und die Nukleinséure geht in Lésung. Der Eiweif- 
niederschlag wird auf der Horizontalzentrifuge bei 3000 U/min 10 Minuten 
abzentrifugiert und die klare iiberstehende Lésung, in der die Nuklein- 
siure enthalten ist, dekantiert. Um die abgespaliene Nukleinsaéure quanti- 
tativ zu erfassen, wird der Eiweifniederschlag noch dreimal auf der Zentri- 
fuge mit je 1cm? Aq. dest. gewaschen. Die NS-Lésung und die Wasch- 
fliissigkeiten werden vereinigt und zur Entfernung der letzten Eiweifreste 
nochmals zentrifugiert. Fiir die Absorptionsmessung stellt man den pH- 
Wert der NS-Lésung unter Kontrolle einer Glaselektrode mit einer bei 20° 
gesattigten Lésung von sek. Natriumphosphat auf 7,0 ein und fiillt auf 
10cm? auf. Parallel hierzu wurde die Ribonukleinsaure (RNS) des TMV 
und der Hefe (Merck) untersucht. Die RNS des TMV wurde nach der 
gleichen Methode dargestellt und die Hefe-RNS 30 Minuten in 5%iger 
Trichloressigsiure erhitzt. Aus den drei Absorptionsspektren in der Abb. 17 
geht eindeutig hervor, daf® die aus den Kakteen isolierten Teilchen Nuklein- 
sdiure enthalten. 

Die stérende UV-Absorption der Trichloressigsdure wird durch die 
Verwendung einer Vergleichslésung ausgeschaltet, welche dieselbe Trichlor- 
essigsaure-Konzentration wie die Meflésung hat und den Bedingungen 
der Virusspaltung unterworfen wurde. 

Papierchromatographie der Nukleinsiurebasen: Die Purin- und Pyri- 
midinbasen der Nukleinsiuren kénnen nach hydrolytischer Abspaltung 
von der Zuckerkomponente papierchromatographisch getrennt und im UV- 
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Licht auf den Chromatogrammen 
lokalisiert werden. Da Uracil nur 
in der RNS und Thymin nur in 
der DNS (Desoxyribonukleinsaure) 
vorkommt, sind die beiden NS- 
Typen an den Pyrimidinbasen zu 
erkennen. Dariiber hinaus ist es 
méglich, die Basen aus dem Papier 
zu eluieren und deren Absorptions- 
spektren zu bestimmen. 

Vor der Hydrolyse der Virus- 
nukleinsiure muf zuniachst wieder 
die Proteinkomponente entfernt 
werden. Von der Viruslésung A 
wurden 1,2cm? mit 4,7mg Virus 
nach 24stiindiger Dialyse gegen 
flieRendes Leitungswasser im Va- 
kuumexsikkator iiber P,O, auf ein 
Volumen von 0,3 cm? eingeengt. Ein 
kleines Volumen ist vorteilhafi, 
weil dadurch die Konzentration 
der ‘Trichloressigsiure bei der 
Virusspaltung und den folgenden 
Arbeiten klein gehalien wird. Zu 
03cm? Viruslésung gibt man 
0.06cm? einer 35%igen Trichlor- 
essigsdure und fiihrt danach die 
NS-Spaltung wie beschrieben durch. 

Die R;-Werte bei der Papier- 
chromatographie der NS-Derivate 
sind nicht sehr zuverlassig. Die 
getrennten Komponenten werden 
daher besser mit bekannten, gleich- 
zeitig laufenden  Vergleichssub- 
stanzen identifiziert, und zwar 
mit der RNS des Tabakmosaikvirus 
und der Hefe und der DNS aus 
Spermien (Bayer). Die Konzen- 














Abb. 17. Absorptionsspektren der Nu- 
kleinséuren des Kakteenvirus (KY), 
Tabakmosaikvirus (MTV) und der 
Hefenukleinséure im UV-Licht (Spek- 
tralphotometer M 4 Q Zeiss). E Extink- 
tion, Schichtdicke d=2cm. RNS des 
TVM: 187/cm* (bezogen auf einen 
NS-Gehalt des Virus von 6%), Hefe- 
RNS: 15 7/em3. 
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irationen wurden hierbei so bemessen, daff 180 y TMV-Nukleinsaure und je 
300 RNS und DNS in 0,3 cm? 5%iger Trichloressigsdure erhalten wurden. 
Alle vier Nukleinsiurelésungen werden im Vakuumexsikkator iiber P.O, 
vollig eingetrocknet. Man verwendet hierzu zweckmiafig kleine spitzbodige 
Reagenzglaschen, in denen auch hydrolysiert wird. 

Zur Hydrolyse (nach der Methode von Marshak und Vogel 1950) 
versetzt man die trockenen Riickstinde mit je 12 mm? etwa 70%iger HCIO, 
(d 1,67) und erhitzt die fest verschlossenen Glaschen mit den Nukleinsauren 
der Hefe, des Tabakmosaik- und Kakteenvirus zwei, die DNS aber nur 
eine Stunde im siedenden Wasserbad. Danach werden die Hydrolysate im 
allgemeinen auf ein bestimmtes Volumen verdiinnt und sogleich in ali- 
quoten Anteilen chromatographiert. Ein derartiges Vorgehen ist allerdings 
wegen der geringen Konzentration der Kakteenvirus-Nukleinsaure nicht 
méglich. Auch das unverdiinnte Hydrolysat ist fiir die Papierchromato- 
graphie nicht zu gebrauchen, weil die Perchlorséure das Papier in kurzer 
Zeit zerstéren wiirde. In Abanderung der Vorschrift wird deshalb zunachst 
die Perchlorsiure mit Kalilauge ausgefallt und dann das gesamte Hydroly- 
sat fiir ein Chromatogramm verwendet. Die nach diesem Verfahren er- 
haltenen Chromatogramme gleichen jenen, welche bei héherer NS-Kon- 
zentration von verdiinnten HCIO,-Hydrolysaten angefertigt wurden. Zur 
Fallung von 12 mm? 70%iger HCIO, geniigen 80 mm? n KOH. Es empfiehlt 
sich aber, aus folgendem Grunde mit einem kleinen Uberschu8 von Alkali 
zu arbeiten: Wahrend der Hydrolyse entstehen neben schwarzen, wohl von 
dem Zucker stammenden Zersetzungsprodukten, noch lésliche braune Pig- 
mente, die auf den Papierchromatogrammen UV-Licht absorbierende 
Streifen bilden und somit die Lokalisation der NS-Basen beim Photoprint- 
verfahren stéren. Bei geringem Alkaliiiberschuf flocken die Pigmente aus 
(vgl. Vischer und Chargaff 1948). Die vier Hydrolysate werden 
mit je 100 mm?n KOH versetzt, die Niederschlage von KCIO, sowie die 
ausgeflockten Pigmente auf einer Horizontalzentrifuge bei 3000 U/min 
15 Minuten abzentrifugiert und mit 20 mm? n/10 HCl nachgewaschen. Die 
iiberstehenden, klaren oder nur schwach gelben Lésungen werden jeweils 
mit einer Kapillare aufgenommen, im Vakuumexsikkator iiber P,O,; auf 
ein kleineres Volumen eingeengt und erst dann auf den Startpunkt der 
Chromatogramme aufgetragen. 

Fiir die Chromatographie wird das Papier von Schleicher und Sdhiill 
Nr. 2043 b in einer GroéRe von 7 mal 50cm beniitzt. Bei Verwendung von 
frischem Isopropanol : HCI (68 Vol. Isopropanol, 20 Vol. HCl, d 1,19, 
12 Vol. HO; Wyatt 1951) als Lésungsmittel betragt die Laufzeit im 
absteigenden Verfahren 40 Stunden; in dieser Zeit ist die Front 35 bis 40 cm 
von der Startlinie entfernt. Die Chromatogramme werden im Warmluft- 
strom eines Ventilators 5 Stunden getrocknet. Die Lokalisation der NS- 
Basen auf dem Papier erfolgt durch das sogenannte Photoprintverfahren 
(Markham und Smith 1949a, b): Das UV-Licht einer Quecksilber- 
lampe (Hanauer Quarzbrenner S81) — filtriert durch eine Lésung von 
Nickel-Kobalt-Sulfat und Chlorgas in Quarzkiivetten — trifft auf das 
Papierchromatogramm, welches mit Agfastat-Dokumentenpapier unter- 
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legt ist. An den Stellen, an denen sich die NS-Basen befinden, wird das 
UV-Licht absorbiert, waihrend es an allen anderen Stellen weitgehend 
durchgelassen wird. Dementsprechend zeigt das entwickelte Photopapier 
weife ..Basen“-Flecke auf schwarzem Grund. 

Die Abb. 18 zeigt die Photoprints der vier angesetzten Versuche. Die 
Ribonukleinsiure des TMV und der Hefe enthalten die Basen Guanin, 
Adenin, Cytosin und 
NS |.RNS NS Uracil. Bei der DNS 
TMV Test TMV tritt Thymin auf. 

Wird die DNS voher 
nicht noch einmal ge- 
reinigt, so ist an der 
Stelle des Uracils ein 
schwacher weiBer Fleck 
zu erkennen. In der 
Nukleinsaure des Kak- 
teenvirus kommen die- 
selben Purin- und 
Pyrimidinbasen wie in 
der Hefe-RNS vor, je- 
doch sind daneben noch 
die mit J und I] be- 
zeichneten Flecke sicht- 
bar. Hydrolysiert man 
die Nukleinsduren der 
Hefe, des Tabakmo- 
saik- und Kakteen- 
virus eine Stunde lang 


‘ a i mit konzentrierter 
Abb. 18. Papierchromatogramme (Photoprints) mit den HCIO, bei 100° (M ar- 
Nukleinsaurederivaten der Kakteen- und Tabakmosaik- y 
virus-Nukleinsiure, der Hefe-RNS und der DNS aus shak _und Vogel 
Spermien. Das Chromatogramm rechts nach ein-, die 1950, 1951), so sind auf 
iibrigen nach zweistiindiger Hydrolyse angefertigt. den Chromatogram- 
1 Guanin, 2 Adenin, 3 Cytosin, 4 Uracil, 5 Thymin, men nur bei der Hefe- 
I Cytidilsiure und I/ Uridylsaure. RNS vier, bei den bei- 





den Virusnukleinsiu- 
ren aber sechs Flecke zu beobachten (Abb. 18, Chromatogramm ganz rechts). 
Nach zweistiindiger Hydrolyse (Markham in Paech-Tracey, Bd. 4, 
1955) treten bei der Hefe-RNS und der RNS des TMV vier, bei der Nuklein- 
sdure des Kakteenvirus aber immer noch sechs Flecke auf. Dies besagt, dal 
bei der Hefe-RNS eine und bei der RNS des Tabakmosaikvirus 
zwei Stunden ausreichen, um die Pyrimidine vollstandig in Freiheit 
zu setzen, wahrend in den NS-Hydrolysaten des Kakteenvirus nach 
zweistiindiger Hydrolyse neben den freien noch gebundene Pyrimidine 
in der Cytidyl- (I) und Uridylséure (II) vorliegen. Fiir die Nuklein- 
sduren verschiedener Herkunft sind offenbar unterschiedlich lange 
Hydrolysezeiten erforderlich. Die Virusausbeute war zu gering, um 
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fiir die Nukleinsiure des Kakteenvirus die richtige Hydrolysezeit zu er- 
mitteln. Aus dem Vorkommen von Uracil und der Resistenz der Pyrimidin- 
nukleotide bei der HClO,-Hydrolyse darf aber geschlossen werden, daf 
die Nukleinséure des Kakteenvirus eine Ribonukleinsaure ist, weil die basi- 
schen Bestandteile der DNS infolge der Labilitat der Desoxyribose gegeniiber 
der Saureeinwirkung bereits in einer Stunde quantitativ abgespalten werden. 
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Abb. 19. Absorptionsspektren der Nukleinsaéurebasen. d=1cm. Absorptions- 


maxima (Literaturwerte in Klammern): Guanin 252 (250), Adenin 260 (260), 
Cytosin 256 (275) und Uracil 266 mu (260 mz). 


Absorptionsspektren der Nukleinséiurebasen: Nachdem man die Lage 
der Basen auf dem Papierchromatogramm photographisch ermittelt hat, 
werden die Flecke ausgeschnitten und die Purine mit je 3cm? n HCl und 
die Pyrimidine mit je 3 cm? n/10 HCl 18 Stunden extrahiert. Die Papiere 
werden mit je 1cm? n/10 HCI nachgewaschen, die vereinigten Lésungen 
durch Zentrifugieren (3000 U/min) von Papierfasern befreit und mit 
n/10 HCI auf 5 cm? aufgefiillt. 

Zur Herstellung von Vergleichslésungen fiir die Messungen im Spektral- 
photometer wird eine Trichloressigsiurelésung derselben Konzentration 
und Menge wie bei der Viruslésung den Bedingungen der Virusspaltung, 
Hydrolyse und Perchlorsaurefallung unterworfen und von der verbleiben- 
den, eingeengten Lésung ein Papierchromatogramm angefertigt. Die den 
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einzelnen Basen entsprechenden Stellen werden in gleicher Gréfe wie 
beim Versuchschromatogramm aus dem Papier ausgeschnitten und mit 
Salzsadure eluiert. 

Die Abb. 19 zeigt die Absorptionsspektren von Guanin, Adenin, Cyto- 
sin und Uracil. Die Lage der Absorptionsmaxima stimmt bei den Purinen 
mit den Literaturangaben gut iiberein. Das Maximum des Cytosins ist von 
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Abb, 20. Zweidimensionales Papierchromatogramm mit den Aminosiuren des 

Kakteenvirus. Aspsr Asparaginséure, Glusr Glutaminsaéure, S Serin, G Glycin. 

Thr Threenin, Al Alanin. Ty Tyrosin, V Valin, @Al Phenylalanin, J/ + L Iso- 

leucin und Leucin, Pr Prolin, Hi Histidin, Arg Arginin und Ly Lysin. St Startpunkt, 
1 und 2 Laufrichtungen. 


275 nach 236myu verschoben. Wahrscheinlich wurde die Salzsiure beim 
Trocknen der Chromatogramme nicht quantitativ aus dem Papier entfernt, 
so da bei der Bestrahlung mit UV-Licht freies Chlor entsteht, welches 
das Cytosin oxydiert. Das Maximum der Absorption verschiebt sich da- 
durch nach 255mu (Schramm und Kerékjart6 1952). Das Ab- 
sorptionsmaximum des Uracils weicht um 6my vom Literaturwert ab. 
Analyse der Proteinkomponente: Das bei der Virusspaltung nach der 
Trichloressigsiure-Methode erhaltene Protein wird zur Analyse der Amino- 
siure-Zusammensetzung verwendet. Wie oben ausgefiihri. wurde das de- 
naturierte Eiweif zur vollstandigen Erfassung der abgespaltenen Nuklein- 
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siure noch dreimal mit Aq. dest. ausgewaschen, wodurch gleichzeitig die 
spater bei der Papierchromatographie stérenden Salze und die Trichlor- 
essigsdure entfernt wurden. Zur Proteinhydrolyse, die zweckmafig 
wieder in kleinen spitzbodigen Glasréhrchen durchzufiihren ist, versetzt 
man das Eiweif{ mit gleichen Teilen (0,09cm*) 6 n HCl und 98%iger 
HCOOH, verdrangt die Luft dariiber durch Stickstoff und erhitzt das zu- 
geschmolzene Réhrchen 24 Stunden in einem Thermostaten auf 110°. 
Nach dem Erkalten wird das Réhrchen geéffnet, in ein weites Reagenzglas 
mit Saugstutzen gestellt und das Hydrolysat im Vakuum auf einem Was- 
serbad von 70 bis 80° bis zu einem sirupésen Riickstand eingeengt. Um die 
Salz- und Ameisensaure weitgehend zu entfernen, leitet man noch % Stunde 
Luft durch das Reagenzglas. Der Riickstand wird dann in 0,1 bis 0,2 cm? 
10%igem n-Propanol aufgenommen, ein kleiner Tropfen Toluol zugefiigt 
und das verschlossene Réhrchen im Kiihlschrank aufbewahrt (Cramer 
1953, Linskens 1955). 

Fir die Papierchromatographie wurde zunachst das zwei- 
dimensionale Verfahren von Pernis und Wunderly (1953) heran- 
gezogen, bei dem in n-Propanol : Wasser (7 : 3, v: v) 35 bis 40 Stunden auf- 
steigend und in Phenol : Wasser (4:1, g:v) 12 bis 17 Stunden absteigend 
chromatographiert wird. Die Trocknung des Papiers (Schleicher und Schiill 
Nr. 2043 b, GréRe 37,5 mal 44cm) erfolgt nach dem ersten und zweiten 
Lauf im Luftstrom eines Ventilators bei Zimmertemperatur und die Ent- 
wicklung durch Bespriihen mit einer 0,2%igen Lésung von Ninhydrin in 
Aceton und nachfolgendem Erwarmen, bis die Flecke deutlich sichtbar sind 
(Abb. 20). Die einzelnen Aminosauren lassen sich mit Hilfe der Angaben 
von Pernis und Wunderly (1953) und durch gleichzeitig laufende 
reine Konirollsubstanzen identifizieren. Ferner wurde TMV-Protein, dessen 
Aminosaure-Zusammensetzung gut bekannt ist (s. bei Schramm 1954), 
nach der gleichen Methode dargestellt, hydrolysiert und chromatographiert. 
Bis auf das Histidin kommen die gleichen Aminosduren wie in der 
Abb. 20 vor. 

Eine Verkiirzung der Hydrolysezeit von 24 auf 19, 15 und 10 Stunden 
verinderte die qualitative Aminosiure-Zusammensetzung nicht. 

Die Asparagin- und Glutaminsaure sind unter den beschriebenen Ver- 
suchsbedingungen zu langen Streifen ausgezogen. Kleine, rundliche Flecke 
bilden sich, wenn man 5mm? 30%igen Wasserstoffsuperoxyds, das 0,1% 
Ammoniummolybdat enthalt, auf den Startfleck bringt und die feuchte 
Stelle 30 Sek. Dampfen einer 25%igen NH,-Lésung aussetzt. Dies Ver- 
fahren wird zur Oxydation S-haltiger Aminosauren beniitzt. 

Trotz der Oxydation waren S-haltige Aminoséuren auf den zwei- 
dimensionalen Chromatogrammen nicht zu finden. AuRerdem werden die 
Leucine und das Phenylalanin nicht voneinander getrennt. Die in der 
Abb. 20 vorgenommene Abgrenzung des Phenylalanins gegen die Leucine 
ist durch Farbdifferenzen nach der Ninhydrin-Reaktion méglich. Zum Nach- 
weis bzw. zur Trennung dieser Aminosduren ist die eindimensionale 
Chromatographie auf gepuffertem Papier mit gepufferten Lésungsmitteln 
(McFarren 1951) besser geeignet: 

Protoplasma, Bd. XLIX/1 12 
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Leucin und Isoleucin kénnen in Benzyl- : Butylalkohol (1:1, v: v) 
getrennt werden. Das Papier (GréRe: 7 mal 41 cm) wird mit 0,067 m Phos- 
phatpuffer vom pH7 getrankt und bei Zimmertemperatur getrocknet — 
das Alkoholgemisch mit dem gleichen Puffer gesattigt. Die Laufzeit betriagt 
im absteigenden Verfahren in einem temperaturkonstanten Raum von 22° 
10 bis 12 Stunden. Die Chromatogramme werden im Warmluftstrom eines 
Ventilators getrocknet, mit einer 0,2%igen acetonigen Ninhydrinlésung, der 
2% Essigsdure zugefiigt sind, bespriiht und in der Hitze entwickelt. 

Die Abb. 21 zeigt 
Phenol p 1 Benzyl- Butyl- —rechts zwei Papier- 
H ‘ alkohol PL, 75 chromatogramme_ mit 
den Aminosiuren des 
TMV KV || Test Tabakmosaik- und 
= - Kakteenvirus. An den 
R,-Werten, die mit den 
Literaturangaben gut 
iibereinstimmen und 
durch reine Substan- 
eS . zen bestatigt wurden. 
Bau ; ; 
sind Isoleucin und 
Leucin, Prolin, Valin, 
Tyrosin und Trypto- 
phan zu erkennen. 
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Abb. 21. Eindimensionale Papierchromatogramme mit mittel Phenol pests 
den Aminosaduren des Tabakmosaik- und Kakteenvirus. det, welches mut — 
Cy Cystein, Al Alanin, Ty Tyrosin, V Valin, Il Iso- 0.2m HCI-KCI-Puffer 
leucin, L Leucin, @Al Phenylalanin, M Methionin, vom pH1 (4:1, g:v) 
Pr Prolin und Tr Tryptophan. verfliissigt wurde. 

Technik wie oben, 
Laufzeit 10 bis 15 Stunden. Cystein kommt bei beiden Virusarten — aller- 
dings nur in geringer Konzentration — vor. Am R,-Wert und an der Blau- 
farbung kann Phenylalanin erkannt werden. 

Die chemische Analyse hat ergeben, daf{ das Kakteenvirus wie andere 
naher untersuchten Pflanzenviren aus Protein und Ribonukleinsdure be- 
steht. Weitere Bestandteile sind nicht auffindbar. Das Protein setzt sich 
aus den Aminosiuren: Asparaginsiure, Glutaminsaure, Serin, Glycin, 
Threonin, Alanin, Tyrosin, Valin, Phenylalanin, Leucin, Isoleucin, Prolin, 
Arginin, Lysin, Cystein, Tryptophan und Histidin zusammen. 








Diskussion 


Nachdem man aus den Ubertragungsversuchen vermuten durfte, da® 
die Ausbildung der Eiweifspindeln auf eine Virusinfektion zuriickzufiihren 
ist (Rosenzopf 1951, Weber 1954a, Miliéié 1954), muBte es das 
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Ziel weiterer Untersuchungen sein, das Virus zu finden und zu beschreiben. 
Aus spindelhaltigen Exemplaren von Opuntia monacantha konnten fadige 
Partikeln isoliert werden, die den Charakter eines Nukleoproteids haben 
und imstande sind, in spindelfreien Pflanzen die Entwicklung von Eiweif- 
spindeln zu veranlassen. Der biologische Nachweis der Infektiositat und 
der chemische Nachweis von Protein und Nukleinsaiure beweisen, daf® die 
isolierten Partikeln Virusteilchen sind. Durch eine Aggregation vieler 
Virusteilchen entstehen die Eiweiffspindeln. Die erstmalig von Rosen- 
zopf (1951) und spaiter von Weber, Kenda, Thaler und Miliéié 
vertretene Ansicht, daf{ die Spindeln nur dann in Kakteen vorkommen, 
wenn sie virusinfiziert sind, hat sich somit als richtig erwiesen. 

Fiir den Virusnachweis ist es erforderlich, auch spindelfreies Material 
von Opuntia monacantha in gleicher Weise wie bei der Darstellung der 
Viruspartikeln aufzuarbeiten. Dieser Versuch ist nachzuholen, sobald virus- 
freie Pflanzen dieser Art zu erhalten sind. 

Das Virus der Kakteen reiht sich den bekannten stabchenférmigen 
Viren an. Die Bezeichnung .,Kakteenvirus* ist nur vorlaufig, solange der 
Wirtspflanzenkreis noch unbekannt ist. Méglicherweise ist das Virus auf 
mehrere systematische Einheiten iibertragbar und mit einem anderen Virus 
identisch. Eine Entseheidung ist aber z. Zt. schwierig, da viele Virusarten 
noch nicht naher charakterisiert worden sind. Leider kann die beschriebene 
Virusinfektion auch nicht mit friiher bearbeiteten Kakteenvirosen ver- 
glichen werden, weil in den betreffenden Veréffentlichungen trotz zum Teil 
eingehender mikroskopischer Untersuchungen keine Angaben iiber die 
Eiweiftspindeln gemacht werden. Vermutlich wurden nur Mikrotomschnitte 
ausgewertet, in denen die Spindeln — falls sie vorkamen — nicht mehr 
erhalten waren. Weingart (1920) pfropfte Opuntia monacantha f. varie- 
gata auf eine griine Opuntia monacantha. An den griinen Cladodien treten 
im darauffolgenden Sommer weiffe Flecke auf, die vertrocknen und ein- 
sinken. Das mit dem .Epiphyllum mosaic virus“ infizierte Epiphyllum 
truncatum zeigt im Anfangsstadium der Krankheit hier und da weiflich- 
griine, etwas eingesunkene Flecke, die spater zusammenflieBen und im 
fortgeschrittenen Stadium ebenfalls vertrocknen und _ sich stellenweise 
braunen (Blattny und Vukolov 1932). Ahnliche Symptome hat 
Weber (1953) bei Epiphyllum truncatum mit besonders vielen Spindeln 
festgestellt. Da hier vermutlich eine Beziehung zwischen dem die Spindeln 
bildenden Virus und den makroskopischen Symptomen besieht, ist es 
wahrscheinlich, dafi auch die friiher beschriebenen Kakieenvirosen durch 
das gleiche Virus hervorgerufen wurden. Nun gibt es aber sehr viele 
Exemplare von Epiphyllum truncatum, die voéllig symptomlos bleiben, 
obgleich sie zahlreiche Eiweiffspindeln enthalten. Offenbar sind die Virus- 
teilchen unterschiedlich virulent, so dafi die Symptome starker oder 
schwiicher sind bzw. ganz fehlen (vgl. Weber 1954b). Schon Pa pe (1932) 
berichtete, da die Mosaikkrankheit bei Epiphyllum truncatum oft ziem- 
lich lange latent zu bleiben vermag, d. h. die Pflanzen kénnen den Krank- 
heitskeim schon ziemlich lange in sich tragen, ohne da die Krankheit 
aiuBerlich in Erscheinung zu treten braucht“. Durch diese Beobachtungen 
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wird wohl die Tatsache erklart, daB die meisten Kakteenarten mit EiweiB- 
spindeln makroskopisch symptomlos sind. Es ware deshalb zur naheren 
Charakterisierung des Kakteenvirus vorteilhaft, eine Pflanze zu kennen, 
auf die das Virus iibertragbar ist und die Symptome zeigt, welche eine 
quantitative Beziehung zur verabfolgten Virusdosis erkennen lassen. Auf 
diese Weise kénnte die Konzentration der aktiven Viruspartikeln in den 
Praparaten ermittelt und so die Qualitaét des Darstellungsverfahrens kon- 
trolliert werden. Ferner ist ein guter Test eine wesentliche Voraussetzung 
fiir die biochemischen Untersuchungen. 

Die mikroskopischen Anomalien diirfen nicht sicher als Symptome der 
Virose betrachtet werden, weil der Zusammenhang mit der Infektion ex- 
perimentell noch nicht bewiesen ist. Weber und Kenda (1953) beob- 
achteten bei spindelhaltigen Exemplaren von Opuntia subulata anomale 
Stomatazwillinge, die offenbar aus einer Mutterzelle hervorgehen, wahrend 
sich bei normalen Zwillingen jeder Spaltéffnungsapparat aus einer eigenen 
Mutterzelle entwickelt. Sie vermuten, dai diese Stérungen und auch Ver- 
kiimmerungen der Stomata mit der Virusinfektion verbunden sind. Un- 
langst fand Miliéié (1956) aber anomale Zwillingsbildungen nicht nur 
bei spindelhaltigen, sondern auch bei spindelfreien Exemplaren von 
Opuntia inermis. Den Zellteilungsanomalien, bei denen die neue Querwand 
unvolistandig angelegt wird (Miliéié 1954), kommt-als Symptom nur 
eine untergeordnete Bedeutung zu, weil sie wahrscheinlich nur in Gegen- 
wart der Spindeln auftreten kénnen. Verlafliche mikroskopische Kenn- 
zeichen fiir das Vorliegen einer Kakteenvirose sind bis jetzt nur die Eiweif- 
spindeln und die X-K6rper. 

In der Entwicklung der Eiweifispindeln sind nach den bisherigen Be- 
obachtungen keine grundlegenden Unterschiede gegeniiber der Entwicklung 
von kristallinischen Fasern bei anderen viruskranken Pflanzen festzustellen. 
Im lichtmikroskopischen Bild liegt eine véllige Ubereinstimmung in jenen 
Fallen vor, wo die granularen X-Koérper in Eiweifispindeln umgewandelt 
werden (s. Kassanis und Sheffield 1941). Abweichend ist das Ver- 
halten der Schleifen, die sich nach dem Zerfall der X-Kérper im Cytoplasma 
zu Spindeln zusammenlegen. Da einerseits die Fibrillen der Eiweiffspindeln 
nach den polarisations- und elektronenmikroskopischen Untersuchungen 
aus Virus-,,Fibrillenbiindeln* bestehen und andererseits die Schleifen durch 
eine parallele Aggregation zunachst in quer- und dann in langsgestreifte, 
d. h. fibrillare Spindeln iibergehen, darf man annehmen, daf die Virus- 
teilchen in den Schleifen senkrecht zu deren Langsachse regelmafig an- 
geordnet sind. Dementsprechend zeigen die Schleifen eine schwache Doppel- 
brechung, die aber nur dann zu beobadhien ist, wenn sie vereinzelt im 
Cytoplasma liegen. Es ist aber noch nicht gelungen, den bei der Richtigkeit 
dieser Annahme zu erwartenden negativen Charakter der Doppelbrechung 
nachzuweisen. Die Untersuchung der Schleifen im Polarisationsmikroskop 
wird durch die starke Anisotropie der subepidermalen Kollenchymzellen- 
membranen gestért. Eine elektronenmikroskopische Feinbauanalyse der 
Schleifen nach der Ultramikrotomie wiirde daher zweckmaBiger sein. Die 
Entwicklung der Eiweifispindeln aus den Schleifen verlauft im allgemeinen 
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aber so schnell, da immer nur wenige X-Kérper mit Schleifen vorhanden 
sind. Die Wahrscheinlichkeit, die Schleifen im Schnitt zu treffen, ist daher 
nur gering. Erfolgreicher diirfte das Schneiden granularer X-Kérper sein, 
welche iiber langere Zeit und zahlreicher zu beobachten sind. Vermutlich 
sind die Virusteilchen auch in den Granula parallel zueinander gelagert. 
Eine Doppelbrechung der Granula ist jedoch nicht festzustellen und auch 
nicht zu erwarten, da sie immer innerhalb der X-Kérper verbleiben und 
in diesen eine statistische Isotropie vorliegt. 


Uber die Strukturanalyse der Eiweiftspindeln wurde in einer vorlaufigen 
Mitteilung berichtet (Amelunxen 1956b). Die lichtmikroskopischen 
Fibrillen der Eiweiffspindeln bestehen aus linear und lateral aggregierten 
Virusteilchen. Es lat sich noch nicht entscheiden, ob die Viruspartikeln in 
den lichtmikroskopischen Fibrillen linear verkettet sind oder individuali- 
siert hintereinander liegen, wobei sie entweder in gleicher Héhe neben- 
einander angeordnet oder gegenseitig versetzt sind. Eine freie Anordnung 
der Virusteilchen wiirde die grofe Empfindlichkeit der Eiweiftspindeln 
gegeniiber mechanischen Angriffen erklaren, bei denen sie sofort zerstért 
werden. Ungeklart ist noch die Natur der interfibrillaren Substanz. Wahr- 
scheinlich stellt sie die Grundsubstanz der X-Kérper dar. welche bei der 
Bildung der Spindeln zwischen den Virusteilchen verbleibt. 

Der Zerfall der Virusteilchen bei pH 5,0 bis 5,3 und die Bestandigkeit 
bei pH 9,6 iiberraschen zunichst, da man eher ein dem TMV analoges Ver- 
halten erwarten sollte, namlich den Zerfall im Alkalischen, im Sauren da- 
gegen eine Teilchenaggregation. Offensichtlich ist das Kakteenvirus bei dem 
pH des doppelt destillierten Wassers bereits instabil, wahrend es bei neu- 
tralem pH — wie die Untersuchungen iiber die Veranderung der Virus- 
lésung im Laufe der Zeit ergeben haben — und sehr wahrscheinlich auch 
noch im schwacher sauren Gebiet zu kleinen Spindeln aggregiert. Aus dem 
Verhalten der Teilchen in der m/1000 NH,-Lésung darf noch nicht gefolgert 
werden, daft das Virus bei dem pH-Wert von 9,6 auch langere Zeit be- 
stiindig ist. Es ist zu beachten, da sich die Virusteilchen nur fiir die Dauer 
der Verdiinnung und Praparation auf den Folien im alkalischen Milieu 
befinden und in dieser kurzen Zeit noch kein merklicher Zerfall stattfindet. 
Beim TMV treten die ersten Spaltprodukte bei pH 9.7 erst nach 6 Stunden 
auf (Schramm 1947). Sicherlich wird die Stabilitat des Kakteenvirus 
auch wahrend der Darstellung und in alternden Lésungen verringert. 
In den mit doppelt destilliertem Wasser verdiinnten, ungereinigten Homo- 
genaten spindelfiihrender Flachenschnitte von Opuntia monacantha ist der 
Zerfall nur geringfiigig, nach der Darstellung und vor allem in alternden 
Praparaten steigt die Konzentration der Spaltprodukte so lange an, bis der 
Zerfall allmahlich durch die zunehmende Aggregation der Teilchen im 
m/10 Phosphatpuffer (pH 7) unterdriickt wird. In der kurzen Zeit der Ver- 
diinnung mit doppelt destilliertem Wasser wird die Aggregation namlich 
nicht riickgangig gemacht. Dagegen reicht ein ebenso langer Aufenthalt in 
der m/1000 NH,-Lésung aus, um alle Aggregate aufzulésen. Erganzend sei 
bemerkt, daf auch nach der alkalischen Verdiinnung stets einige Spalistiicke 
vorhanden sind. Es mag dies wohl durch die Eintrocknung der Lésungen 
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auf den Folien bedingt sein, bei der Veranderungen an den Teilchen nie 
ganz zu vermeiden sind. Auch die Zerfallsstadien, die einen Einblick in die 
Innenstrukitur des Virus erlauben, sind sowohl nach der sauren als auch 
nach der alkalischen Praiparationsmethode zu finden. Hier wie dort sind 
diese Stadien aber selten. In den meisten Fallen brechen die Teilchen so 
auseinander, daf keine Nukleinséurefaden zu sehen sind. Freie Nuklein- 
saure kann man nur dann gut abbilden, wenn sie senkrecht zur Be- 
dampfungsrichtung liegt und die aufgedampfte Schicht diinner als der 
Durchmesser der Nukleinséure ist. Einige Versuche haben gezeigt, dai der 
Kontrast der auf den Folien 20 Minuten mit veronalgepufferter (pH 7.2) 
1%iger Osmiumsiaure fixierten Virusteilchen, Nukleinsaure und Scheibchen 
auch durch eine %stiindige Impragnierung mit 3%igem Uranylammonium- 
acetat (pH 4,7) gesteigert werden kann (Strugger 1956). — Die gleich- 
artige innere Struktur des Tabakmosaik- und Kakteenvirus laBt vermuten, 
daft noch weitere oder sogar alle fadenférmigen Viren nach dem Prinzip 
eines von Protein umgebenen Nukleinsaurefadens aufgebaut sind. 

Die Bezeichnungen Protein-,Scheibchen* und Nukleinsaure-,,Faden“ 
sind auf die elektronenmikroskopische Strukturanalyse an schrig bedampf- 
ien Virusteilchen bezogen. Es ist zu diskutieren, ob a) der im Elektronen- 
mikroskop ermittelte gleichartige Aufbau des Tabakmosaik- und Kakteen- 
virus aus Proteinscheibchen und einem zentralen Nukleinsdurestrang oder 
b) die aus réntgenographischen Untersuchungen beim TMV erschlossene 
schraubenférmige Anordnung des Proteins und der Nukleinsaure zutreffend 
ist, wobei die Proteinschraube mit einem auferen Radius von 85A 
und die im Protein liegende Nukleinsdureschraube mit einem kleineren 
Durchmesser einen zentralen Hohlzylinder umgeben [vgl.zua) Schramm, 
Schumacher und Zillig 1955, zu b) Watson 1954, Franklin 
1955, 1956, Franklin und Klug 1956]. Ein Strukturmodell des TMV 
nach Franklin gibt Braunitzer (1957) wieder. Beriicksichtigt man, 
daft erstens im Elektronenmikroskop eine Auflésung der Nukleinsaure als 
Schraube infolge der geringen Ganghéhe nicht mehr zu erwarten ist und 
zweitens die Protein-,,Scheibchen* auch als Bruchstiicke einer — vielleicht 
an bestimmten Lockerstellen leicht zerbrechenden Schraube aufgefaft 
werden kénnen, weil relativ oft kleine Stiicke aus den Scheibchen heraus- 
gebrochen sind (Abb. 12d), so sind die elektronenmikroskopischen und 
réntgenographischen Ergebnisse wohl zu vereinbaren. Die im Elektronen- 
mikroskop abgebildete Nukleinsiure miifte man sich demnach nicht als 
einen kompakten Strang, sondern als Schlauch aus schraubig aufgewun- 
dener Nukleinsaure vorstellen (vgl. Watson und Crick 1953a,b). 

Eine Parallele zu den Virusaggregaten oder parakristallinen Gebilden 
in alternden Viruslésungen gibt es auch innerhalb spindelfiihrender Zellen. 
Nach mehrmaliger Plasmolyse und Deplasmolyse. in mechanisch geschidig- 
ten Zellen (Miliéié und PlavSié 1956) sowie nach der Einwirkung 
von 1 mol KSCN-Lésungen sind gelegentlich positiv doppelbrechende 
Nadelkristalle zu beobachten. Wahrend die in vitro gebildeten Parakristalle 
oft leicht gebogen sind, handelt es sich bei den intrazellularen Kristallen um 
typische Nadeln. Sie erscheinen nur dann gekriimmt, wenn sie offenbar in 





Die Virus-Eiweifspindeln der Kakteen 175 


ihrem Wachstum durch die Zellmembran behindert werden. Die Existenz 
solcher Kristalle spricht fiir Virusteilchen mit einer definierten Struktur, 
da die Kristallisierbarkeit ein Kriterium fiir die Einheitlichkeit eines Stoffes 
ist. Die Bedingungen fiir die Bildung dieser Nadeln sind aber noch un- 
durchsichtig und schwer reproduzierbar. 

Bei einheitlichen Teilchen miifte man bei der quantitativen Analyse des 
Nukleinséuregehaltes aus den Phosphorbestimmungen und den spektral- 
photometrischen Messungen den gleichen Wert erhalten. Leider trifft das — 
teils durch fehlerhafte Technik, teils durch die geringe Viruskonzentration 
bedingt — bisher noch nicht zu. Die Virusausbeute iiberstieg infolge des 
geringen zur Verfiigung stehenden Pflanzenmaterials 20 mg pro Darstellung 
nicht, so da immer nur einige Bestimmungen durchgefiihrt werden konn- 
ten. Ausfiihrliche quantitative Untersuchungen, wozu u. a. auch Kontroll- 
versuche zur vollstandigen Abspaltung der Nukleinsdure vom Protein 
gehéren, miissen kiinftigen Arbeiten vorbehalten bleiben. Gréfenordnungs- 
mafig betragt der Nukleinsduregehalt 4 bis 6%. 


Zusammenfassung 


1. Aus der spindelhaltigen Opuntia monacantha sind durch Klarung 
der Homogenate mit Chloroform und Ammonsulfatfallungen bei ver- 
schiedenen pH-Werten fadige Partikeln zu isolieren, deren Einheitlichkeit 
elektrophoretisch gepriift wird. 

2. Nach der Ubertragung der Partikeln in spindelfreie Kakteenarten 
kommt es in diesen zur Entwicklung von Eiweiffspindeln. Die Entwicklung 


verlauft iiber die X-Kérper und fiihrt zu mannigfaltigen Formen von fibril- 
léren Zelleinschliissen. Die X-Kérper sind entweder granular, dann bilden 
sich die Eiweiffspindeln innerhalb der X-Kérper, oder sie enthalten Schlei- 
fen von 0,5 u Breite und 2 bis 3 « Lange, die im Cytoplasma zu Spindeln 
aggregieren. 

3. Die isolierten Teilchen sind 22 my dick; ihre wahrscheinlichste Lange 
betragt 500 mu. 

Bei der Praparation (Verdiinnung) mit doppelt destilliertem Wasser 
(pH 5,0—5,3) zerfallen die Teilchen in Bruchstiicke, welche die Form kleiner 
Scheibchen von 100 bis 150A Dicke haben; ihr Durchmesser entspricht 
jenem der Fadenpartikeln. Bisweilen ist im Innern der 220A dicken, zer- 
fallenden Teilchen ein Achsenfaden von 70 bis 90 A Dicke und bei den 
Scheibchen ein mehr oder weniger zentral gelegenes Loch zu erkennen. 
Es wird in Analogie zum TMV angenommen, dafi die Scheibchen aus 
Protein und der Achsenfaden aus Nukleinsaure bestehen. In Anlehnung 
an réntgenographische Untersuchungen lassen sich die Scheibchen auch als 
Bruchstiicke einer Proteinschraube und der zentrale Faden als Nuklein- 
sdureschraube deuten. 

Bei alteren Teilchen ist der Zerfall wesentlich starker, doch wird dieser 
nach und nach durch die Bildung von Linear- und Lateralaggregaten iiber- 
deckt. Die Aggregate sind im Lichtmikroskop als kleine Spindeln von 0,7 
Dicke und 7,5 « Lange (Durchschnittswerte) sichtbar. Sie zeigen eine Dop- 
pelbrechung mit einem Gangunterschied von 5,7 mu. Auf Grund der polari- 
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sations- und elektronenmikroskopisch ermittelten Feinstruktur werden die 
Aggregate als Parakristalle bezeichnet. 

Wird die Verdiinnung nicht mit doppelt destilliertem Wasser, sondern 
mit m/1000 NH, (pH%,.’) vorgenommen, so laft sich einerseits der Zerfall 
der Teilchen weitgehend verhindern und andererseits die Aggregation riick- 
gangig machen. 

4. Die Teilchen setzen sich aus Protein und Nukleinséiure zusammen. 

Die Nukleinséure wurde durch ihr Absorptionsspektrum im _ ultra- 
violetten Licht und durch die Papierchromatographie der Nukleinsaure- 
basen nachgewiesen: sie stellt eine Ribonukleinsaure dar. 

In der Proteinkomponente wurden papierchromatographisch die Amino- 
sduren Asparaginsiure, Glutaminsaure, Serin, Glycin, Threonin, Alanin, 
Tyrosin, Valin, Phenylalanin, Leucin, Isoleucin, Prolin, Arginin, Lysin, 
Cystein, Tryptophan und Histidin gefunden. 

5. Der biologische Nachweis der Infektiositat und der chemische Nach- 
weis von Protein und Nukleinséure beweisen, da die 500 mal 22 mu grofen 
Partikeln Virusteilchen sind. 

Zur Vermeidung von systematischen Verwechslungen seien zu den von 
mir untersuchten Spezies die Autorennamen angegeben: Opuntia mon- 
acantha (Wild.) Haw., O. lemaireana Cons., O. leucotricdia DC., O. cu- 
rassavia (L.) Mill., O. lindheimeri Engelm., O. herrfeldtii Kupper (bei 
Amelunxen 1956a.b irrtiimlich O. hersfeldii genannt) und Epiphyllum 
truncatum Haw. 


Die Arbeit wurde als Dissertation am Botanischen Institut der Uni- 
versitat Miinster in Westfalen durchgefiihrt. Fiir die Hilfe bei den Elektro- 
phoreseversuchen, der Ultrazentrifugierung, den elektronenmikroskopi- 
schen Untersuchungen und den spektralphotometrischen Messungen danke 
ich Herrn Dr. J. Pieper, Physiologisch-Chemisches Institut, Herrn Prof. 
Dr. F. Micheel und Herrn Dr. H. G. Bussmann, Organisch-Chemi- 
sches Institut, Herrn Prof. Dr. G. Pfefferkorn, Abteilung fiir medi- 
zinische Elektronenmikroskopie, Herrn Dr. L. Reimer und Fraulein 
R. Hérig, Physikalisches Institut, und Herrn Dr. F. V ol ber t, Deutsches 
Institut fiir Fettforschung. Herrn Prof. Dr. G. Schramm vom Max- 
Planck-Institut fiir Virusforschung in Tiibingen danke ich fiir das mir zur 
Verfiigung gestellte Tabakmosaikvirus. 


Literatur 

Amelunxen, F., 1956 a: Beobachtungen iiber die Entwicklung der Eiweifspindeln 
bei Cactaceen. Protoplasma 45, 164. 

— 1956b: Uber die Strukturanalyse der Eiweifspindeln der Cactlaceae. Proto- 
plasma 45, 228. 

Antweiler, H. J.. 1952: Die quantitative Elektrophorese in der Medizin. 
Berlin-Gottingen-Heidelberg 1952. 

Bawden, F. C., und N, W. Pirie. 1937: The isolation and some properties 
of liquid crystalline substances from solanaceous plants infected with three 
strains of tobacco mosaic virus. Proc. roy. Soc. (London) B 123, 274. 

Benceze, B., 1949: Ein neuer Apparat zur Stickstoffbestimmung nach Kjel- 
dahl. Z. analyt. Chem. 129, 1235. 





Die Virus-Eiweifspindeln der Kakteen 177 


Bernal, J. D, and I Fankuchen, 1941: X-ray and crystallographic 
studies of plant virus preparations. J. gen. Physiol. (Am.) 25, 111. 147. 
Blattny, C, und V. Vukolov, 1932: Mosaik bei Epiphyllum truncatum. 
Gartenbauwiss, 6, 425. 

Braunitzer, G., 1957: Konstitutionsermittlung bei Peptiden und Proteinen. 
Angew. Chemie 69, 189. 

Chmielewsky, V., 1887: Eine Bemerkung iiber die von Molisch beschriebe- 
nen Proteinkérper in den Zweigen von Epiphyllum. Bot. Zbl. 31, 117. 

Cramer, F., 1953: Papierchromatographie. Weinheim 1953. 

Engler, A., 1925: Die natiirlichen Pflanzenfamilien. 21. Leipzig 1925. 

Franklin, R. E., 1955: Structure of tobacco mosaic virus. Nature 175, 379. 

— 1956: X-ray diffraction studies of cucumber virus 4 and three strains of tobacco 
mosaic virus. Biochim. et Biophys. Acta 19, 203. 

—and A. Klug, 1956: The nature of the helical groove on the tobacco mosaic 
virus particle. Biochim. et Biophys. Acta 19, 403. 

Gicklhorn, J., 1913: Uber das Vorkommen spindelférmiger Eiweifkérper bei 
Opuntia. Osterr. bot. Z. 63, 8. 

Gierer, A., und G. Schramm, 1956: Die Infektiositat der Nukleinséiure aus 
Tabakmosaikvirus. Z. Naturforsch. 11 b, 138. 

Hinsberg, K., und K. Lang, 1951: Medizinische Chemie. Miinchen-Berlin 1951. 

Holmes, F. O., 1929: Local lesions in tobacco mosaic. Bet. Gaz. 87, 39. 

Kassanis, B. and F. M. L. Sheffield, 1941: Variations in the cytoplasmic 
inclusions by three strains of tobacco mosaic virus. Ann. appl. Biol. 28, 360. 

Kausche, G. A., und H. Ruska, 1939: Die Struktur der .kristallinen Aggregate~ 
des Tabakmosaikvirusproteins. Biochem. Z. 303, 221. 

Kiister, E., 1934: Anisotrope Fibrillenbiindel in Pflanzenzellen, Ber. dtsch. bot. 
Ges. 52, 564. 

Linskens, H. F., 1955: Papierchromatographie in der Botanik. Berlin-Géttingen- 
Heidelberg 1955. 

Markham, R., and J. D. Smith, 1949a: Chromatography of nucleic acid 
derivatives. Nature 165, 250. 

— — 1949b: Chromatographic studies of nucleic acids. Biochem. J. (Brit.) 45, 294. 

Marshak, A., and H. J. Vogel, 1950: Quantitative micro-analysis of nucleic 
acid purines and pyrimidines without prior isolation of the nucleic acids. Fed. 
Proc. 9, 85. 

—- — 1951: Microdetermination of purines and pyrimidines in biological materials. 
J. biol. Chem. (Am) 189, 597. 

McFarren, E. F., 1951: Buffered filter paper chromatography of the amino 
acids. Analyt. Chem. 23, 168. 

Mikosch, C., 1908: Uber den EinfluB des Reises auf die Unterlage. In Lins- 
bauer: Wiesner-Festschrift 1908, 280. 

Miliéié, D., 1954: Viruskérper und Zellteilungsanomalien in Opuntia _brasi- 
liensis, Protoplasma 43, 228. 

— 1956: Eiweifkristalloide in Opuntia inermis. Ost. bot. Z. 103. 365. 

—und B. PlavSié, 1956: Eiweifkristalloide in Kakteen-Virustragern. Proto- 
plasma 46, 547. 

Mole-Bajer, J., 1953: Experimental studies on protein spindles. Acta Soc. Bot. 
Poloniae 22, 811. 

Molisch, H., 1885: Uber merkwiirdig geformte Proteinkérper in den Zweigen von 
Epiphyllum. Ber. disch. bot. Ges. 3, 195. 

Paech, K., und M. V. Tracey, 1955: Moderne Methoden der Pflanzenanalyse. 
Bd. 4. Berlin-Géttingen-Heidelberg 1955. 





178 F. Amelunxen: Die Virus-Eiweifspindeln der Kakteen 


Pape, H., 1932: Mosaikkrankheit an Glieder-, Blatt- und Rutenkakteen. Garten- 
welt 36, 707, 731. 

Pernis, B., and C. Wunder! y, 1953: Quantitative determination of amino acids 
on filter paper staining in two stages. Biochim. et Biophys. Acta 1/1, 209. 
Pfankuch, E.. und K. Hagenguth, 1943: Isolierung einiger pflanzlicher 

Viren. Naturw. 31, 370. 

— und G. A. Kausche, 1938: Uber Darstellung, Eigenschaften und quantitative 
Bestimmungen von Tabakmosaik-Virus und Kartoffel-X-Virus und ihre physiko- 
chemische Differenzierung. Biochem. Z, 299, 334. 

Reiter, L., 1956: Zerfall homogener Epiphyllum-Eiweifspindeln in Fibrillen. 
Protoplasma 45, 615. 

Rosenzopf, E., 1951: Sind Eiweifspindeln Virus-Einschlu&kérper? Phyton 3, 95. 

Schramm, G., 1947: Uber die Spaltung des Tabakmosaikvirus und die Wieder- 
vereinigung der Spaltstiicke zu héhermolekularen Proteinen. I. Die Spaltungs- 
reaktion. Z. Naturforsch. 2b, 112. 

1954: Die Biochemie der Viren. Berlin-Géttingen-Heidelberg 1954. 

und H. Dannenberg, 1944: Uber die Ultraviolettabsorption des Tabak- 
mosaikvirus. Ber. dtsch. chem. Ges. 77, 53. 

und B. v. Kerékjart6, 1952: Zur Konstitution der Ribonukleinsaure aus 
Hefe und Tabakmosaikvirus. Z. Naturforsch. 7 b, 589. 

G. Schumacher und W, Zillig, 1955: Uber die Struktur des Tabak- 
mosaikvirus. [I]. Der Zerfall in alkalischer Lésung. Z. Naturforsch. 10 b, 481. 
Sheffield, F. M. L. 1931: The formation of intracellular inclusions in 

solanaceous hosts infected with aucuba mosaic of tomato. Ann. appl. Biol. 18, 471. 

— 1934: Experiments bearing on the nature of intracellular inclusions in plant 
virus diseases. Ann. appl. Biol. 21, 430. 

Strugger, S., 1956: Die Uranylacetat-Kontrastierung fiir die elektronenmikro- 
skopische Untersuchung von Pflanzenzellen. Naturw. 43, 357. 

Vischer, E. and E. Chargaf f, 1948: The composition of the pentose nucleic 
acids of yeast and pancreas. J. biol. Chem. (Am.) 176, 715. 

Watson, J. D., 1954: The structure of tobacco mosaic virus, I. X-ray evidence 
of a helical arrangement of sub-units around the longitudinal axis. Biochim. 
et Biophys. Acta 13, 10. 

— and F. C. H. Crick, 1953a: A structure for desoxyribose nucleic acid. Nature 
ig May ere 

— —- 1953b: Genetical implications of the structure of desoxyribonucleic acid. 
Nature 171, 964. 

Weber, F., 1952: Gibt es Virus-Trager unter den Kakteen? Ber. dtsch. bot. Ges. 65, 319. 

— 153: Viruskrankes Epiphyllum. Ost. bot. Z. 100, 548. 

--- 1954a: Kakteen-Virus-Ubertragung durch Pfropfung. Protoplasma 43, 382. 

— 1954b: Sind alle Pflanzen mit Cytoplasma-Eiweifspindeln Virustrager? Phyton 
5, 189. 
und G. Kenda, 1952 a: Die Viruskérper von Opuntia subulata, Protoplasma 41, 
378. 

— 1952b: Cactaceen-Virus-Eiweifispindeln. Protoplasma 41, 111. 

— 1953: Stomata-Anomalie von Opuntia-Virustragern. Ost. bot. Z. 100. 155. 
— und [. Thaler, 1952a: Viruskérper in Kakteen-Zellen. Protoplasma 41, 277. 
— — 1953: Eiweifspindeln und cytoplasmatische Einschlu@kérper in [ere- 
skiopsis, Protoplasma 42, 239. 

Weingart, W., 1920: Buntgefleckte Kakteen. Mschr. Kakteenk. 30, 145. 

Wyatt, G. R., 1951: The purine and pyrimidine composition of deoxypentose 
nucleic acids. Biochem. J. 48, 584. 





Kurze Mitteilung 





Virus-Einschlu8kérper in nichtvariegaten Zimmerdonien 


Von 
Friedl Weber und Liselotte Reiter 
Aus dem Institut fiir Anatomie und Physiologie der Pflanzen der Universitat Graz 
Mit 2 Textabbildungen 
(Eingegangen am 2, September 1957) 


Aichryson domesticum ist eine Pflanze ,long in cultivation both in the 
normal form and in the form of variegated leaves* (Praeger 1932). 
Weber (1954) hat in den Blattern der variegaten Form protoplasmatische 
x-Kérper gefunden, wie sie fiir viruskranke Pflanzen charakteristisch sind. 
Solche Einschlu@kérper wurden seitdem in panaschierten Zimmerdonien 
aus verschiedenen Grazer Giartnereien immer wieder nachgewiesen, letzt- 
hin auch in einer Pflanze aus einer Gartnerei in Salzburg. Reiter (1955) 
konnte durch Propfung die Eigenschaft, x-Kérper zu bilden, von dem 
Aichryson domesticum f. foliis variegatis auf Aichryson dichotomum iiber- 
iragen, eine Pflanze, die nicht panaschiert ist und in deren Zellen sich vor- 
her keine Virus-EinschluBkérper nachweisen liefen. Panaschierung trat in 
dem virusinfizierten Aiciryson dichotomum nicht auf. Da Buntblattrigkeit 
bisweilen — wie etwa bei Abutilon — die Folge einer Virus-Infektion ist, 
und da das variegate Zimmeraonium Virus-x-Kérper aufweist, hat Weber 
vermutet, daf{ die Panaschierung des Aoniums durch die Virose bedingt 
sein kénnte. Die weifgefleckten Zimmeraonien werden stets vegetativ durch 
Stecklinge vermehrt, weil aus den Samen dieser Pflanzen immer nur solche 
mit rein griinen Blattern, die geringeren Zierwert haben, entstehen. Zur 
Zeit der Durchfiihrung der oben zitierten Untersuchungen waren in Graz 
keine Zimmeriaonien mit durchweg griinen Blattern zu erhalten. Es konnte 
daher die Frage. ob nichtvariegate Zimmeraonien auch x-bodies haben, 
damals nicht entschieden werden. 

Nun brachte in diesem Sommer eine Grazer Giartnerei nichtvariegate 
Zimmeraonien auf den Markt. Die Untersuchung der Blatter dieser ganz 
rein griinen Pflanzen ergab nun das Vorhandensein zahlreicher typischer 
protoplasmatischer x-Kérper in den Epidermiszellen vornehmlich des Blait- 
stiels (Abb. 1). Es fragt sich, ob dieser Befund nun ein eindeutiger Beweis 
dafiir ist, daB die Panaschierung der Zimmeraonien mit der Virusinfektion 
nichts zu tun hat. Uber die Herkunft der griinen Aonien konnte leider 
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nichts erfahren werden. Es bestehen in erster Linie zwei Méglichkeiten: 


Entweder sie wurden aus Samen gezogen, die von variegaten Exemplaren 
stammten: solche Samen liefern — wie erwahnt — rein griine Pflanzen. 


Abb. 1. Virus-x-Kérper in der Epidermis eines nichtvariegaten Zimmeréoniums. 


Oder aber es sind Stecklingspflanzen aus griinen Asten sonst variegater 
gs} g 

Pflanzen. Es kommt namlich nicht selten vor, daf buntblattrige Pflanzen 

einzelne Zweige mit durchweg griinen Blattern entwickeln. Es ist bekannt, 


Abb. 2. Fluoreszenz der mit Coriphosphin vital fluorochromierten x-bodies eines 
nichtpanaschierten Zimmerdoniums. 


da bei verschiedenen, infolge Virus-Infektion panaschiert gewordenen 
Pflanzen die Viren (die x-bodies) nicht nur in den farblosen Blattern oder 
Blattarealen enthalten sind, sondern ebenso in den griinen Partien. Auch 
bei buntfleckigen Zimmeriaonien konnte dies fesigestellt werden. 
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Wenn die nicht variegaten Pflanzen aus Samen gezogen worden sein 
sollten, dann wiirde der relativ seltene Fall vorliegen, da& bei dem Zimmer- 
aonium das Virus ,,seed borne“ sein kann, denn die griinen Pflanzen sind 
ja Virustrager, da sie x-bodies enthalten. 

Was die x-Korper der nichtvariegaten Pflanzen betrifft, so sei hervor- 
gehoben, dafi sie besonders kraftig entwickelt waren (Abb. 1) und zahl- 
reiche Granula enthielten; diese Granula diirften lipoider Natur sein, da 
sie das Fluorochrom Coriphosphin intensiv speichern und dann stark 
fluoreszieren; sie verhalten sich also genau so wie die x-bodies der varie- 
gaten Pflanzen (Reiter 1957) (Abb. 2). 

Die Frage, ob das Vorkommen von x-Kérpern in nicht panaschierten 
Aonien beweist, daf bei Aichryson domesticum die Buntfleckigkeit mit 
der Virus-Infektion nichts zu tun hat, laRt sich auf Grund der bisherigen 
Befunde nicht entscheiden. 


Zusammenfassung 


Virus-x-Kérper kommen auch in nichtvariegaten Zimmeraonien vor. 
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Bartels, P.: Spektralphotometrische Untersuchungen am Neutral- 
rot.I. Prototropiegleichgewichte und Normaltemperaturspektren im sicht- 
baren und ultravioletten Spektralbereich. Ztschr. physik. Chem. N. F. 9 
(1956), 74—94. 

II. Das Assoziationsverhalten in wisseriger Liésung. Ztschr. physik. 

Chem. N. F. 9 (1956), 95—105. 

Der Verfasser, der schon eine Reihe von schénen physikochemischen 
Untersuchungen iiber Vitalfarbstoffe publiziert hat, bringt hier die Ergeb- 
nisse seiner neuen Untersuchungen iiber das Neutralrot, deren Kenntnis fiir 
den Zellphysiologen wichtig ist. 

Das Neutralrot liegt im pH-Bereich von 13 bis 7,5 als gelbe Farbbase vor. 
Bei héherer cH entsteht daraus durch Anlagerung eines Protons zunichst 
eine Zwischenform des roten, einfach geladenen Kations (Halbwertstufe 
pH 7,38), die sich dann (HWSt pH 5,89) in die definitive Form des Kations 
NR+ umlagert. Dieses geht bei stirkerer saurer Reaktion (HWSt pH 0,2) in 
das blaue doppelt geladene Kation NR++ iiber. Im extrem sauren Bereich 
gibt es noch ein griines lon NR+++ und ein NR++++. 

Wie viele andere Farbstoffe zeigt auch das Neutralrot in konzentrierteren 
Lésungen die Erscheinung der Assoziation. Es werden Doppelionen (Dimere) 
und vierfache Ionen (Tetramere) gebildet, was mit einer Anderung des 
Absorptionsspektrums der Lésung verbunden ist. In einer Lésung mit der 
Konzentration 10-* Mol (=0,000029% —1:3,5 Mill.) liegt praktisch nur 
das Monomere vor, in einer Lésung von 10-5 Mol 8% vom Dimeren, bei 
10-4 Mol (—0,0029% —1 : 35000) 36% Dimeres, bei 10-3 Mol 70% Dimeres 
und bei 10-2 Mol (—0,29% —1:350) fast nur mehr Dimeres und dazu 
15% Tetrameres. H. Kinzel (Wien). 
Beloserski, A. N., und Proskurjakow. N. I.: Praktikum der Biochemie 


der Pflanzen. Deutsche Ausgabe mit Zusatzkapiteln von H. Borriss. 
Mit 43 Abb. 440 S. Berlin: VEB Deutscher Verlag der Wissenschaften, 1956. 


Der Begriff Biochemie“ wird in seiner alteren Bedeutung gebraucht: 
Weniger die Verfolgung biochemischer Reaktionen in ihrer eigentiimlichen 
Dynamik wird gelehrt, sondern es geht vor allem darum, verschiedene phy- 
siologisch wichtige Pflanzenstoffe zu isolieren und quantitativ zu bestimmen. 
Es handelt sich also eigentlich um ein Praktikum der Pflanzenanalyse. Als 
solches hat das Buch aber neben den modernen Handbiichern, z. B. Paech- 
Tracey, durchaus seine Berechtigung, vor allem deswegen, weil es zum 
Unterschied von diesen nicht im Hinblick auf die Forschung, sondern im 
Hinblick auf den Unterricht geschrieben wurde. Aus der Fiille der vorhan- 
denen Verfahren (vor allem solcher sowjetischer Herkunft) wurde, wohl auf 
Grund didaktischer Erfahrungen, eine immerhin bedeutende Anzahl] aus- 
gewahlt, die in ihrer Gesamtheit wohl nur im Rahmen eines sehr groB 
angelegten Praktikums bewaltigt werden kann. Die Pflanzenanalyse scheint 
demnach in der Sowjetunion eifrig betrieben zu werden und eine Einfiih- 
rung in ihre Arbeitsmethoden kénnte auch bei uns eine wertvolle Ergan- 
zung des botanischen Studiums bilden. 

Deutlich ist, da& das Buch in einer Ubergangssituation geschrieben 
wurde. Die modernen Analysenverfahren, z. B. die Papierchromatographie, 
sind teilweise schon aufgenommen, stets aber werden auch noch iltere Me- 
thoden beriicksichtigt. Der Herausgeber der deutschen Ausgabe, Prof. Dr. 
H. Borriss, hat das Werk in erfreulicher Weise erganzt, indem er u. a. ein 
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Kapitel iiber die manometrische Methode nach Warburg hinzufiigte, die ja 
als Méglichkeit der Vitaluntersuchung das besondere Interesse des Pflanzen- 
physiologen beansprucht und deren Aufnahme in pflanzenphysiologische 
Praktika fiir Fortgeschrittene dringend erwiinscht ware. 

An botanischen Instituten, an denen man den Studenten eine iiber das 
Niveau eines Anfangerpraktikums hinausgehende stoffwechselphysiolo- 
gische und biochemische Ausbildung zuteil werden lassen will, wird man mit 
Vorteil nach diesem Buch greifen, das im deutschsprachigen Schrifttum eine 
Liicke ausfiillt und dessen Erscheinen daher zu begriifen ist. 

H. Kinzel (Wien). 
Chemie und Stoffwechsel von Binde- und Knochengeweben. 7. Col- 

logium der Gesellschaft fiir physiologische Chemie am 12./14. April 1956 

in Mosbach, Baden. Mit 43 Textabb. IV, 142 S. Berlin-Géttingen-Heidel- 

berg: Springer-Verlag, 1956. DM 19.80. 

Im Rahmen des alljahrlich in Mosbach stattfindenden Kolloquiums be- 
handelien namhafte Wissenschaftler in sechs Vortragen Teilprobleme der 
Bindegewebsforschung und zeigten dem Leser anschaulich, welche Fragen 
heute von Interesse sind. Gleichsam als Einfiihrung in die chemischen Pro- 
bleme bringt F. Wassermann (Chicago) die strukturellen Grundlagen, 
indem er die mikroskopischen und elektronenoptischen Bilder mit den auf 
andere Art gewonnenen Ergebnissen vergleicht. Besonderes Augenmerk 
schenkt er der Bildung der kollagenen Fasern und ihrer Beziehung zu der 
Grundsubstanz. L. E. Gly nn (Taplow) und C. A. Reading teilen hin- 
gegen ihre auf Versuchen in vitro und vivo gestiitzte Ansicht iiber die Ur- 
sachen der Resistenz des Kollagens gegen trypsinahnliche Fermente mit. Der 
chemischen Struktur der Mucopolysaccharide und Glykoproteide widmen 

Jorpes (Stockholm) und I. Yamashina ihre Aufmerksamkeit, 
wobei besonders auf eine Zusammenstellung der bisherigen Untersuchungen 
iiber die Neuraminsadure hingewiesen sei. Die Ausfiihrungen iiber das 
Knochengewebe werden durch eine umfassende Behandlung des organischen 
und anorganischen Anteiles der Knochen von E. Schiitte (Berlin) einge- 
leitet. Er spricht im weiteren iiber die Verknécherung und iiber die Rolle, 
welche die Phosphatase, Glykolyse, Citronensdurecyclus und Sulfatstoff- 
wechsel dabei spielen. Die hormonelle Beeinflussung des Knochengewebes 
durch die Epithelkérperchen und der ,,Feedback“-Mechanismus sind das 
Thema einer kurzen Ausfiihrung von F. C. Mc Lean (Chicago), wahrend 
O. Hévels (Erlangen) in einem umfassenden Referat mit reichhaltiger 
Literaturangabe den Einflu8 der Vitamine A. C und D auf die Verkalkung 
behandelt. Die ausfiihrlich gebrachte, rege Diskussion zu jedem Vortrag, 
wobei auch pathologische Zustande zur Sprache kommen, erhéht wesentlich 


den Wert des Buches. A. Holasek (Graz). 
Michel, Kurt: Die Mikrophotographie. (Die wissenschaftliche und an- 


gewandte Photographie, Erneuerung und Fortfiihrung des Hay-v.-Rohr- 

schen Handbuches der wissenschaftlichhen und angewandten Photo- 

graphie). Herausgegeben von K. Michel, 10. Band. Mit 550 teils far- 

bigen Textabbildungen. XXXII, 740 S. Wien: Springer-Verlag. 1957. 

Ganzl. S 840.—. DM 140.—., sfr. 143.40, $ 33.30, £ 18/11/-. 

Es ist ... irrig. wenn man annehmen wollte, durch eine hochentwickelte 
mikrophotographische Technik kénnte die zeichnerische Darstellung als 
Mittel zur Veroffentlichung wissenschaftlicher Beobachtungen unnétig wer- 
den. Beide Verfahren ... stehen gleichberechtigt nebeneinander und kén- 
nen sich sogar gegenseitig erganzen.~ Diese Satze aus dem Michelschen 
Handbuch sind zweifellos nicht nur dem Ref. aus der Seele gesprochen. 
Welchem Verfahren man auch jeweils, sei es auf Grund persénlicher Vor- 
liebe oder der Natur des Objektes, den Vorzug gibt, die bis hart an die 
Grenze des theoretisch iiberhaupt Méglichen vorgetriebene Leistungs- 
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fahigkeit der optischen Hilfsmittel des Mikroskopikers werden erst dann 
vollkommen ausgeniitzt, wenn auch die Méglichkeiten der objektiven Dar- 
stellung, der Photographie, voll ausgeschépft werden kénnen. Dazu ist 
vorliegendes Handbuch eine vorziigliche Grundlage und ein ausgezeichneter 
Helfer. Zu seiner Abfassung war wohl keiner berufener als Michel, der 
als Leiter der mikroskopischen Abteilung bei den Zeiss-Werken selbst maf- 
geblich zur Entwicklung der Mikroskope und Nebenapparate zu ihrer 
heutigen Vollkommenheit beigetragen hat. Im ersten Teil (140 S.) werden 
die theoretischen Grundlagen des Mikroskops und der objektiven optischen 
Abbildung behandelt. Die kurzen Abschnitte iiber den photographischen 
Prozefi und die Eigenschaften der Photoschichten (inkl. Farbfilm) sind einem 
friiher erschienenen Buche des gleichen Verfassers entnommen worden. 
Die Halfte des Buches ist der Besprechung der mikrophotographischen 
Gerate, Objektive, Okulare, Lichtquellen und Beleuchtungsarten, Filter, 
Kameratypen sowie den zahlreichen Sonderformen (Kameramikroskopen 
und Spezialgeraten) gewidmet. Es ist verstandlich, daR Michel, wie er 
es auch einleitend bekennt, der Besprechung des grundsatzlichen Aufbaues 
der einzelnen Gerate vorwiegend Erzeugnisse der l'irma Zeiss zugrunde legt, 
doch werden auch die Fabrikate der anderen wichtigeren, Mikroskope 
bauenden Firmen in Text, Bild und vor allem in den tabellarischen Uber- 
sichten beriicksichtigt; auch ihr Beniitzer findet in dem Handbuche die 
wichtigsten ihn interessierenden optischen Daten, so daff das Buch fiir ihn 
keinesfalls etwa von geringerem Werte ware. Im dritten Teil des Buches 
wird die Technik der mikrophotographischen Aufnahme selbst behandelt, 
sowohl der Lupen- wie auch der eigentlichen mikroskopischen Aufnahmen, 
die Wahl der Optik, der Beleuchtung, Abbildungsmafstab und Belich- 
tungszeit. Ausfiihrlich werden Sondergebiete, wie Aufnahmen im polari- 
sierten Licht, besprochen, Stereo- und Spektralaufnahmen, die Photographie 
mit Infrarot-, Ultraviolett- und anderen Strahlen und andere Sonderauf- 
gaben, ferner Aufnahmen bewegter Objekte und schlieBlich Laufbildauf- 
nahmen; die Anfertigung von Zeichnungen nach Mikrophotographien und 
die Protokollfiihrung seien nur als Beispiele fiir die Vielseitigkeit des 
Inhaltes erwahnt. Umfangreiche Register und gesonderte Formelzusammen- 
stellungen erleichtern die Benutzung des Werkes, eine Fehlertabelle ist fiir 
die praktische Arbeit niitzlich. Das iiber 800 Zitate umfassende Literatur- 
verzeichnis fiihrt auch Firmendruckschriften an und gibt Hinweise fiir das 
tiefere Eindringen in Spezialaufgaben. — Darstellung wie Ausstattung 
lassen wohl kaum Wiinsche offen; ein Werk aus einer Feder, aus einem 
Guf, eine kaum auszuschépfende Fundgrube fiir jeden ernsthaft mikro- 
photographisch Tatigen und ein wertvoller Helfer besonders fiir den Cyto- 
logen und Protoplasmatiker, wenn es darauf ankommt, die letzten Fein- 
heiten aus Optik und Aufnahme herauszuholen. O. Hartel (Graz). 


Tischler, Georg: Allgemeine Pflanzenkaryologie. Erganzungsband: 
Angewandte Pflanzenkaryologie. Fortgefiihrt von Heinz 
Dietrich Wulff. V. Lieferung: Register 224 S. Berlin-Nikolassee: 
Gebriider Borntraeger. 1957. Geh. Subskr.-Preis DM 42.—. 

Diese vorletzte Lieferung von Tischlers monumentalem Werk ent- 
halt nur ,,Zitierte Literatur“, und zwar auf den Seiten 849—1072 die Ar- 
beiten der Autoren Emerson bis Straub. Schon diese Angabe aft er- 
kennen, welche ungeheure Arbeit auch fiir den Erganzungsband geleistet 
worden ist. So liegt in Tischlers Karyologie, die nun von Wulff im 
gleichen Geiste und mit gleichem VerantwortungsbewuBtsein zu Ende ge- 
fiihrt wird, ein Werk vor, wie es noch nie da war und wie es auch nie mehr 


kommen kann. F. Weber (Graz). 
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